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RESUMO

SILVA, TANIA MACHADO. Metalémica aplicada ao estudo de toxicidade do mercurio em
amostras de leite humano coletadas em comunidades do alto rio Madeira, Rondonia, Brasil.
2015. 116f. Dissertagdo (Mestrado em Meio Ambiente e Desenvolvimento Rural) — Faculdade
UnB Planaltina, Universidade de Brasilia, Brasilia, 2015.

A avaliagdo toxicoldgica de substdncias quimicas, como o mercdrio, demandam estudos
relativamente longos. Apesar da eficiéncia destes estudos, recentes desafios tém demandado
desenvolvimento de novas técnicas que possibilitem melhor percepcdo dos mecanismos
toxicologicos a fim de possibilitar previsdes de toxicidade para diferentes cenarios de exposicao
humana, o que tem gerado grande interesse em estudos relacionados a caracterizacdo funcional e
estrutural de proteinas assim como o fluxo dessas espécies no organismo. Neste contexto,
buscou-se aqui identificar e quantificar possiveis biomarcadores proteicos da toxicidade do
mercario em amostra de leite humano de lactantes residentes em comunidades tradicionais do
alto rio Madeira, no intuito de elucidar os possiveis mecanismos de transporte do mercurio. Para
tanto, utilizou-se técnicas de protebmica/metaldomica, tais como eletroforese unimensional (SDS-
PAGE) e quantificacdo do mercdrio por espectrometria de absorcdo atbmica. O estudo contou
com 9 participantes, entre o 20° e 70° dia de lactacdo. O perfil de consumo alimentar
(principalmente fontes de proteina animal) foi determinado pela aplicagdo de um inquérito
alimentar recordatério de 7 dias. As concentracdes de mercurio total (HgT) no cabelo foram
determinadas por andlise direta utilizando o equipamento por SMS 100. As amostras de leite
foram digeridas em meio acida e a determinacdo de HgT foi realizada por espectrometria de
absorcdo atbmica com amostrador automatico e sistema de atomizacéo eletrotérmica em forno de
grafite. Por espectrometria atdbmica também foi possivel analisar e quantificar o mercurio
presente nas bandas proteicas, obtidas no fracionamento das proteinas por SDS-PAGE, apds
mineralizacdo acida. As concentracdes de HgT nas amostras de cabelo foram inferiores ao limite
preconizado pela WHO (14 pg g™), assim como abaixo das médias gerais observadas em varias
regibes da Amazonia, possivelmente devido ao baixo consumo de peixe pelos participantes. A
ingestdo de mercurio pelo consumo de leite materno foi acima do limite toleravel (PTWI =5
ug/kg pe, ou 0,71 pg/kg pe/dia de Hg total) para 8 das 9 amostras de leite analisadas, entretanto,

condizentes com os resultados para regido amazoénica. Apesar dos resultados mostrarem elevados



concentracdes de HgT para 88% das amostras, o leite humano é essencial para o desenvolvimento
neuroldgico do recém-nascido, sendo seus beneficios mais relevantes que 0s possiveis riscos
decorrentes da presenca de Hg. Os géis obtidos no fracionamento das proteinas por SDS-PAGE
apresentaram alta diversidade de bandas proteicas, em média 33 + 2,8 bandas por amostra. No
mapeamento de mercudrio nestas bandas, observou-se maior percentagem de Hg nas bandas de
baixa massa molar (< 20,1 kDa), indicando que proteinas com menor massa molar tém maior
probabilidade de apresentarem mercurio, e possivelmente, servirdo como possiveis
biomarcadoras do metal. Contudo, mais estudos nesta linha devem ser desenvolvidos para que se

tenham maiores conclusoes.

Palavras-chave: Mercurio; biomarcador; metaldmica; leite humano; eletroforese; SDS-PAGE.
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Dissertation (Master of Environment and Rural Development) — UnB College Planaltina,
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The toxicological evaluation of chemical substances such as mercury, require relatively long
studies. Despite the efficiency of these studies, recent challenges have demanded development of
new techniques that enable better understanding of toxicological mechanisms to enable
predictions of toxicity for different scenarios of human exposure, which has generated great
interest in studies related to functional and structural characterization of proteins, as well as the
flow of such species in the body. In this context, we sought to identify and quantify potential
protein biomarkers of mercury toxicity in human milk sample of women living in traditional
communities of the Madeira River, in order to elucidate the possible mercury transport
mechanisms. Therefore, we used techniques of proteomics / metallomics, such as unimensional
electrophoresis (SDS-PAGE) and quantification of mercury by atomic absorption spectrometry.
The study included 9 participants, between 20 and 70 days of lactation. The profile of food
consumption (especially animal protein sources) was determined by applying a recall was 7 days.
Total mercury concentrations (THg) in hair were determined by direct analysis using the
equipment by SMS 100. Milk samples were digested in acid medium and determination of HgT
was performed by atomic absorption spectrometry with autosampler and electrothermal
atomization system graphite furnace. By atomic spectrometry was also possible to analyze and
quantify the mercury present in the protein bands obtained in the fractionation of proteins by
SDS-PAGE, after acid mineralization. Concentrations of THg in hair samples were below the
limit recommended by WHO (14 pg g™) and below the overall averages observed in several
regions of the Amazon, possibly due to the low consumption of fish by participants. The mercury
intake by breast milk intake was above the tolerable limit (PTWI = 5 pg/kg pc, ou 0,71 ug/kg
pc/dia total Hg) for 8 of the 9 milk samples analyzed, however, consistent with the results for the
Amazon region. Although the results show high THg concentrations for 88% of the samples,

human milk is essential for the neurological development of newborns, with its most important



benefits that the possible risks arising from the presence of Hg. The gels obtained from the
fractionation of proteins by SDS-PAGE showed a high diversity of protein bands on average 33 +
2,8 bands per sample. In the mercury-mapping these bands, there was a higher percentage of
mercury in low molecular weight bands (<20,1 kDa), indicating that proteins with lower
molecular weight are more likely to exhibit mercury and possibly serve as potential biomarkers
of metal. However, further studies in this line should be developed to have larger conclusions.

Keywords: Mercury; biomarker; metallomics; human milk; electrophoresis; SDS-PAGE.



RESUMEN

SILVA, TANIA MACHADO. Metalémica aplicado al estudio de la toxicidad del mercurio en
las muestras de leche humana recogidas en las comunidades alto rio Madeira, Ronddnia,
Brasil. 2015. 116f. Disertacion (Maestria en Medio Ambiente y Desarrollo Rural) - UNB
Facultad Planaltina, Universidad de Brasilia, Brasilia, 2015.

La evaluacion toxicoldgica de sustancias quimicas tales como mercurio, requiere estudios
relativamente largos. A pesar de la eficacia de estos estudios, los desafios recientes han exigido el
desarrollo de nuevas técnicas que permiten una mejor comprension de los mecanismos
toxicologicos para permitir predicciones de toxicidad para diferentes escenarios de exposicion
humana, lo que ha generado un gran interés en los estudios relacionados con la caracterizacion
funcional y estructural de proteinas, asi como el flujo de tales especies en el cuerpo. En este
contexto, hemos tratado de identificar y cuantificar posibles aqui biomarcadores de proteinas de
la toxicidad del mercurio en la muestra de la leche materna de las mujeres que viven en
comunidades tradicionales de la parte alta del Rio Madeira, con el fin de dilucidar los posibles
mecanismos de transporte de mercurio. Por lo tanto, hemos utilizado técnicas de protedémica /
metalémica, tales como electroforesis unimensional (SDS-PAGE) y la cuantificacién de mercurio
por espectrometria de absorcion atomica. El estudio incluyo a 9 de los participantes, entre los dias
20 y 70 de la lactancia. El perfil de consumo de alimentos (especialmente las fuentes de proteina
animal) se determina aplicando un retiro fue de 7 dias. Las concentraciones de mercurio total
(THQ) en el cabello se determinaron mediante el analisis directo de utilizar el equipo por SMS
100. Las muestras de leche fueron digeridos en medio acido y la determinacion de THg se realizo
mediante espectrometria de absorcion atdmica con inyector automatico y sistema de atomizacion
horno de grafito electrotérmico. Por espectrometria atomica también fue posible analizar y
cuantificar el mercurio presente en las bandas de proteinas obtenidos en el fraccionamiento de
proteinas por SDS-PAGE, después de la mineralizacion acida. Las concentraciones de Hg total en
muestras de cabello estaban por debajo del limite recomendado por la OMS (14 pg g™) y por
debajo de los promedios generales observados en varias regiones de la Amazonia, posiblemente
debido al bajo consumo de pescado por los participantes. La ingesta de mercurio por la ingesta de

leche materna estaba por encima del limite tolerable (ISTP =5 ug/kg pc, ou 0,71 pg/kg pc/dia de



THg) para 8 de las 9 muestras de leche analizadas, sin embargo, de acuerdo con los resultados
para la regién amazonica. Aunque los resultados muestran altas concentraciones THg el 88% de
las muestras, la leche materna es esencial para el desarrollo neuroldgico de los recién nacidos,
con sus beneficios mas importantes que los posibles riesgos derivados de la presencia de Hg. Los
geles obtenidos a partir del fraccionamiento de proteinas por SDS-PAGE mostraron una alta
diversidad de bandas de proteina en promedio 33 + 2,8 bandas por muestra. En las mercurio
mapeo de estas bandas, hubo un mayor porcentaje de mercurio en bandas de bajo peso molecular
(<20,1 kDa), lo que indica que las proteinas con peso molecular mas bajo son mas propensos a
exhibir mercurio y posiblemente servir como potenciales biomarcadores de metal. Sin embargo,

mas estudios en esta linea deben ser desarrollados para tener conclusiones mas grandes.

Palabras clave: Mercurio; biomarcadores; metaldémica; leche materna; electroforesis; SDS-
PAGE.
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1. INTRODUCAO

A ocupagdo indiscriminada da regido Amazonica, seja para agricultura, pecuaria, garimpo
ou geracdo de energia elétrica, pode ocasionar a remobilizacdo e disponibilizacdo de grandes
quantidades de mercurio (Hg) para o ambiente. Por se tratar de um metal conhecidamente toxico,
a presenca do Hg no ambiente pode ser considerada uma ameaga para a estabilidade dos
ecossistemas (ZOLFAGHARI et al., 2007). Sua forma organica, em especial o metilmercdrio
(MeHg), é extremamente toxica ao ser humano, afetando principalmente o sistema nervoso
central (FARINA et al., 2013).

Dentre 0s contaminantes ambientais, o Hg apresenta a maior toxicidade e é o Unico capaz
de sofrer biomagnificagdo em quase todas as cadeias alimentares (LACERDA & MALM, 2008).
Dessa forma, apesar dos diversos beneficios do peixe como alimento, alguns estudos tém
mostrado que sua ingestdo é a principal via de exposi¢cdo humana ao metilmercurio (MeHg) no
meio ambiente natural, tanto na Amazénia (BASTOS et al., 2008, MAILMAN et al., 2005)
como no mundo (ZHANG & WONG, 2007, BARBIERI & GARDON, 2009). Comunidades
como as da regido amazonica, que tém o peixe como importante fonte de proteina animal, estdo
diariamente expostas a este metal (BASTOS et al., 2008; PASSOS & MERGLER, 2008; SILVA
et al, 2011). Além disso, o Hg pode ser transferido através do aleitamento materno
(SUNDBERG et al., 1999), podendo causar danos aos recém-nascidos, 0s quais ainda se
encontram em desenvolvimento neuroldgico e, por isso, sdo mais suscetiveis aos efeitos do Hg
quando comparadas aos adultos (MOLINA-VILLALBA et al., 2015).

Dessa forma, estudos de metais, como o Hg, em humanos sdo essenciais para
compreensdo de sua toxicologia, impacto e comportamento em sistemas bioldgicos (GAO et al.,
2003; GARCIA et al., 2006). Contudo, a avaliacdo toxicoldgica de substancias quimicas depende
de estudos relativamente longos, como ensaios in vitro e identificacdo de doses de exposicdo em
animais. Embora essas abordagens toxicologicas sejam eficientes em seus objetivos, recentes
desafios tém demandado desenvolvimento de novas técnicas que possibilitem melhor percepcéo
dos mecanismos toxicoldgicos a fim de possibilitar previsbes de toxicidade para diferentes
cenarios de exposicdo humana (TITZ et al., 2014).

Neste contexto, estudos relacionados & caracterizacdo funcional e estrutural de proteinas
assim como o fluxo dessas espécies no organismo tém gerado grande interesse no ambito
académico (MORAES et al., 2014; POZZI et al., 2015). A protedmica, por exemplo, busca
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caracterizar a interacdo de proteinas distintas e suas fungdes como parte de um sistema maior
(GOMEZ-ARIZA et al., 2004). Estudos nesta area permitem a separagéo, identificacio e medicéo
quantitativa de proteinas, analises sequenciais, estudos da estrutura e de interacfes entre proteinas
(POMASTOWSKI et al., 2014; ROTILIO et al., 2012).

Em complemento, a metaldmica, area cientifica relativamente nova, combina técnicas de
protedmica com técnicas de andlise, tais como espectrometria atdmica, buscando aumentar a
compreensdo de questdes bioldgicas e ambientais relacionadas aos ions metalicos (GOMEZ-
ARIZA et al., 2004; POZZI et al., 2015).

Estudos metaldmicos em organismos vivos podem fornecer informagdes sobre como um
jon metalico esta distribuido e coordenado as proteinas, da sua essencialidade e/ou toxicidade,
como também da concentracéo individual da espécie metalica contribuindo assim na elucidagéo
dos aspectos fisioldgicos e funcionais dessas biomoléculas.

Neste contexto, este estudo teve por objetivo a identificacdo de possiveis biomarcadores
da toxicidade do Hg por meio do estudo metaldmico, em amostras de leite de lactantes residentes
em comunidades tradicionais do alto rio Madeira na area de influéncia da Usina Hidrelétrica

(UHE) Jirau, os quais poderdo ser aplicaveis a programas robustos de biomonitoramento.

2. REVISAO BIBLIOGRAFICA
2.1. OCUPACAO DA REGIAO AMAZONICA E CONSEQUENTE DISPONIBILIZACAO
DE MERCURIO

A ocupacdo na Amazonia brasileira foi intensificada na década de 1960 em decorréncia de
projetos de colonizacdo e da politica de integracdo nacional dos militares, quando a Revolucéo
Verde foi implantada e financiada pelos governos militares provocando profundas mudangas na
base produtiva da agricultura no Brasil (SAUER, 2010). Neste periodo um novo modelo
hegemonico de desenvolvimento agricola foi inserido na sociedade, baseado em métodos
produtivos industriais, com a implantacdo de um pacote de técnicas e logicas produtivas
fundamentadas na quimica, na mecanica e na genética (SAUER & BALESTRO, 2010).

Este novo modelo de desenvolvimento agricola permitiu consideravel aumento na
producéo de alimento para o mercado interno e para as exportagoes, contribuindo para a balanga
econdmica brasileira. Entretanto, 0 mesmo tem gerado consideravel impacto ao ambiente, a satde
e ao bem-estar da populagdo (SAUER & BALESTRO, 2010).
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Essa ocupacdo e consequente desmatamento em vérias regifes da Amazbnia foram
também impulsionados pela pecuéria de média e grande escala (MARGULIS, 2003). Associada a
essas atividades, desde a década de 1970, varias técnicas de extracdo de ouro, utilizando
amalgamacdo com Hg, foram desenvolvidas na Bacia Amazonica (AMORIM et al, 2000). Em
meados da década de 1990, grande parte do ouro produzido no Brasil era proveniente de
garimpos distribuidos principalmente nessa regido, cerca de duas mil &reas eram operadas por
garimpeiros pouco organizados. Estimavam-se reservas totais de ouro na regido de, no minimo,
25 toneladas, equivalente a cerca de US$ 300 bilhdes (LACERDA, 1997).

Dentre diversos impactos decorrentes da ocupagdo indiscriminada, seguida pelo
desmatamento e conversdo dos solos para diferentes usos, tem-se a remobilizacdo de grandes
quantidades de Hg e a consequente disponibilizacdo deste para corpos aquaticos, podendo
acarretar efeitos deletérios a saude humana (BASTOS et al, 2007; LACERDA & OLAF, 2008;
MARQUES et al., 2010).

A principio acreditava-se que grande parte do Hg na Amazonia era proveniente de sua
utilizacdo no garimpo, contudo, em meados dos anos 1990, estudos como o de Roulet et al.
(1998) indicaram que os solos da amazénicos sdo naturalmente abundantes em Hg, o que
contribui para 0 aumento de suas concentragdes e disponibilizacdo decorrente de sua mobilizacao
(FADINI & JARDIM, 2001; GRIMALD et al., 2008; HACON at al., 2008; ROULET et al.,
1998).

A Amazébnia também tem sido bastante visada para a producdo de hidroeletricidade
(TUNDISI, 2007). Devido a seu grande potencial hidraulico e ao notavel crescimento econdmico
brasileiro em ambito internacional, que tem gerado grandes pressdes no sistema energético do
pais (SOUZA, 2008), o governo langou em 2011 o Programa Decenal de Expansdo de Energia, 0
qual prevé a construcdo de 30 novas barragens na Amazénia legal até 2020 (BRASIL, MME,
2011), com prorrogacdo de barragens menores para depois de 2021 (BRASIL, MME, 2012).
Duas das grandes barragens previstas neste Programa para a regido Amazonica veem sendo
construidas no rio Madeira, importante afluente da Bacia Amazonica, as Usinas Hidrelétricas
Santo Anténio e Jirau, que atualmente se encontram em fase de operagdo, gerando energia deste
dezembro de 2011 na UHE Santo Antonio, e setembro de 2013 na UHE Jirau (FEARNSIDE,
2014).
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Diversos estudos tém mostrado que inundagdes para construcdo de reservatdrios podem
provocar 0 aumento das concentracGes de MeHg nos peixes, 0 que consequentemente reflete em
toda a cadeia alimentar do ecossistema alterado (HUGUET et al., 2010; MAILMAN et al., 2006),
podendo assim acarretar danos também a salde humana. Dessa forma, a construcdo de
reservatorios na regido amazonica pode provocar consideraveis impactos, tanto na integridade
dos ecossistemas quanto na satde das populacGes humanas locais, e, em conjunto com as outras
formas de ocupacdo indiscriminadas, agravar a contaminagdo por Hg na regido (LACERDA &
OLAF, 2008).

2.2. MERCURIO

O mercurio (Hg) é um metal liquido branco-prateado, inodoro e de facil volatilizagéo,
podendo ser encontrado em trés formas: mercdrio metalico/elementar (Hg®), sais inorganicos
(Hg®" e Hg") e merctrio organico (metilmercdrio — CHsHg" e etilmerctrio - (CHs),Hg"). (LIMA
et al., 2009). Pode ser disponibilizado ao ambiente por fontes naturais, como eventos tecténicos,
erupgdes vulcanicas e ressuspensdo de particulas do solo (SIQUEIRA & APRILE, 2012); ou
fontes antropicas, tais como a queima de combustiveis fosseis, producdo de acetaldeido,
incineracdo de residuos solidos, agrotoxicos, lampadas de vapor de Hg, baterias, produtos
odontologicos e amalgamacédo de Hg com ouro (MICARONI et al., 2000).

Trata-se de um elemento traco onipresente (SANTOS-FRANCES et al., 2011;
SYVERSEN et al., 2012), sendo seu ciclo biogeoquimico (Figura 1) caracterizado por suas
varias rotas nos diferentes compartimento ambientais (BISINOTI & JARDIM, 2004).

Ao ser liberado na atmosfera, 0 Hg pode ser transportado por grandes distancias devido
sua estabilidade quimica, sendo que no ciclo atmosférico este metal € retido por longos periodos,
e posteriormente depositado no solo, oceanos, lagos e rios (ARTAXO et al., 2000; LACERDA &
OLAF, 2008).

Em areas contaminadas, seja por fontes naturais ou antrdpicas, o Hg presente na atmosfera
ou solos é depositado e/ou transportados para corpos aquaticos e neste ambiente pode sofrer o
processo de metilagdo, o qual aumenta de forma expressiva sua biodisponibilidade e acumulacéo
ao longo da cadeia alimentar. Este processo ocorre principalmente em ambientes andxidos ou

subdxidos, com concentracfes elevadas de matéria orgénica dissolvida e intensa atividade
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microbioldgica, caracteristicas comumente encontradas em lagos e reservatorios artificiais
(LACERDA & OLAF, 2008).

Figura 1 — Ciclo biogeoquimico do mercurio.
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Fonte: Site Ministry for the Environmente/Manatu Mo Te Taiao, New Zealand (2008) — Adaptado.

O MeHg, proveniente do processo de metilacdo, € extremamente tOXico aos seres
humanos. Devido sua lipossolubilidade, é facilmente absorvido por membranas bioldgicas e pelo
trato digestivo de varias espécies, facilitando sua permanéncia e transporte em ambientes
aquaticos, assim como sua bioacumulacdo, isto €, seu acumulo no organismo. Além disso, o
MeHg é capaz de sofre biomagnificacdo na cadeia alimentar (Figura 2), ou seja, aumenta sua
concentracdo em funcdo do nivel trofico, o que intensifica seus efeitos sobre 0s ecossistemas e a
salde humana (LACERDA & OLAF, 2008).
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Figura 2 — Exemplificacéo do processo de biomagnificagdo do Hg no ambiente aquatico.
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2.2.1. Exposicdo ao mercario

A exposicdo humana a agentes toxicos, como Hg, mesmo que em baixas doses, tem se
tornado um sério problema de salde publica, tendo em vista seu potencial de acumulacao
(MOLINA-VILLALBA et al., 2015). Em 2013 vérios paises reconheceram o potencial toxico
deste poluente global na Convencédo de Minamata sobre o Mercurio (UNEP, 2013), cujo objetivo
foi a reducdo da exposicdo humana ao Hg (BASU et al., 2014).

Apesar da atual iniciativa mundial frente aos riscos gerados pela exposi¢cdo ao mercurio,
seus efeitos tdxicos sdo ha muito tempo conhecidos, registrados até mesmo em personagens de
estorias infantis, como o Chapeleiro Maluco, da obra Alice no Pais das Maravilhas de Lewis
Carrol, o qual foi baseado em chapeleiros do século XIX, que usavam compostos de Hg na
confeccdo do feltro dos chapéus e acabavam sofrendo de sintomas do conhecido mercurismo
(SKOOG et al., 2006).

Considerado uma ameaca para a estabilidade dos ecossistemas (ZOLFAGHARI et al.,

2007), o Hg € o Unico metal que reconhecidamente causou Obitos em humanos em razéo de
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contaminacéo por via ambiental (LACERDA & OLAF, 2008). Sua forma organica, em especial o
MeHg, é tdxica ao ser humano, afetando principalmente o sistema nervoso central.

Embora estudos registrem alguns danos morfologicos a biota aquética, induzidos por Hg,
principalmente no que se refere a efeitos sobre o processo reprodutivo de peixes, ainda se tem
pouco conhecimento a respeito do impacto toxicolégico do metilmercurio sobre o crescimento e a
sobrevivéncia de peixes (RIBEIRO et al., 2008; THE MADISON DECLARATION ON
MERCURY POLLUTION, 2007).

Os cenarios de exposicdo humana ao Hg podem variar em funcdo de sua magnitude e
duracdo, podendo apresentar carater cronico ou agudo. A exposicao a altas concentraces de Hg
(exposicao aguda) ocorre principalmente quando o individuo se encontra em locais confinados de
trabalho (FARIA, 2003) ou em acidentes ambientais, como no caso da “Doen¢a de Minamata”,
em 1953, a qual levou ao Obito 1.043 pessoas e deixou 2.252 contaminadas por Hg, cerca de
12.127 pessoas tambeém afirmaram ter a doenca (BISINOTE & JARDIM, 2004; SAKAMOTO et
al., 2001).

Por outro lado, muitas doencas causadas por substancias toxicas podem levar décadas
para se desenvolverem, sendo desencadeada pela exposicdo precoce do individuo (exposicao
crbnica), como no caso de criancas e adultos que se alimentam de peixes contaminados com o
metal. A exposicdo ambiental ao Hg é caracterizada por baixas doses, quando comparadas a
acidentes ambientais, e de carater crénico (GUIMARAES & ASMOS, 2010).

Por se tratar de um metal presente em todos os compartimentos ambientais, ha todo
momento o ser humano esta exposto ao Hg, seja pelo ar, agua ou alimentos, ou seja, por varias

rotas de exposicao.

2.2.1.1. Rotas de Exposicdo ao Mercurio e Implicacdes a Saude
A composicdo quimica do Hg influencia diretamente em seus aspectos toxicolégicos de
absorcdo, transporte e excrecdo, além de determinar seus principais érgaos-alvo (FARINA et al.,
2013; LIMA et al., 2009; SYVERSEN et al. 2012). Dentre as principais formas de absorcdo de
substancias quimicas tém-se: absorcdo dérmica, inalagdo ou ingestdo, podendo ser eliminadas
sem transformacdo, armazenadas e excretadas lentamente, metabolizada e excretada, ou uma
combinago de todos estes processos (ESTEBAN & CASTANO, 2009).
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No caso do Hg’, quando absorvido, sua maior parte é oxidada no sangue para Hg" e Hg**
(FARINA et al., 2013), tendo como alvo vérios 6rgdos como rins, pulmé&o, trato gastrointestinal,
figado, medula dssea e o sistema nervoso central, podendo gerar sintomas neuropsiquicos, tais
como cefaleia, perda de memoria e depressao, além de alteracdes imunoldgicas (LIMA et al.,
2009).

A exposicdo ao Hg® ocorre principalmente pela inalacio de vapores, por se tratar de uma
espécie volatil a temperatura ambiente. O individuo pode ser exposto a essa espécie mercurial
tanto em laboratérios e locais de trabalho que fazem uso desse metal (indUstria e garimpo de
ouro), quanto em sua prépria residéncia, devido ao uso de Hg em objetos, como termémetros e
lampadas. Contudo, a utilizagdo dessa espécie mercurial foi bastante reduzida globalmente
(FARINA et al., 2013; SYVERSEN et al. 2012). O mercurio liquido também é bastante utilizado
no garimpo Nnos processos de pre-concentracdo e extragdo do minério de ouro por amalgamacao
(LIMA et al., 2009). A amalgama formada € aquecida, para sua extracéo, liberando vapor de Hg.
Estudos mostram que pessoas que trabalham no garimpo de ouro apresentam maiores
concentracdes de Hg quando comparadas aquelas que vivem em areas expostas ao metal. 1sso
porque a principal via de contaminacao desses mineiros é a inalacéo direta de vapor (BAEUM et
al., 2011; STRAATEM, 2000).

As espeécies inorganicas estdo presentes principalmente na formula de produtos médicos e
cosméticos. A utilizacdo desses produtos pode causar o acimulo desse metal no organismo do
individuo exposto, sendo os principais alvos os rins e figado, além da possibilidade de doengas
autoimunes (SYVERSEN et al. 2012). Entretanto, Hg inorganico é expelido cerca de dez vezes
mais rapido que o Hg organico, isso porque € relativamente insollivel nos tecidos e fluidos
corporais (SKOOG et al., 2006), aléem disso, a lipossolubilidade dos compostos organomercuriais
facilita sua absorcao (WHO, 1989)

Dentre as espécies de Hg organico que ocorrem naturalmente no ambiente, o MeHg é o
mais abundante, podendo ser encontrado em varios compartimentos. Essa espécie mercurial
deriva da metilacdo de Hg inorganico, a qual ocorre via processos envolvendo bactérias
anaerdbicas presentes nos sedimentos de ambientes aquaticos (DOREA et al., 2013; FARINA et
al., 2013). A medida que é transferido na cadeia alimentar desde microbios até grandes

predadores, 0 MeHg sofre um processo de biomagnificacéo, ficando cada vez mais concentrado e
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atingido altas concentragcdes no topo da cadeia alimentar (FARINA et al., 2013; SKOOG et al.,
2006; SYVERSEN et al. 2012).

Alguns estudos tém apontado o consumo de peixe contaminado como principal fonte de
exposicdo humana ao MeHg (BASTOS et al., 2008; BARBIERI & GARDON, 2009; GARCIA-
ESQUINAS et al., 2013; KHOURY et al., 2013; MAILMAN et al., 2006; PASSOS &
MERGLER, 2008; SYVERSEN et al. 2012). Segundo Zhang & Wong (2007) o consumo de
peixe contribui com mais de 97% da ingestdo de Hg. Contudo, apesar de ser considera a principal
fonte de exposicdo ao MeHg, a carne do peixe contem nutrientes, como o selénio, que podem
neutralizar toxicidade dessa espécie mercurial formando complexos inertes, além de outros, como
6mega-3, que podem aumentar o desenvolvimento do cérebro (DOREA et al., 2013; SYVERSEN
et al. 2012). Dessa forma, qualquer restricdo ao consumo dessa fonte de proteina deve também
considerar seus efeitos benéficos.

Cerca de 95% do MeHg é absorvido pelo trato gastrointestinal (FARINA et al., 2013),
apos sua absorcdo, pode demorar até 6 dias para ser distribuido no organismo (BISINOTI &
JARDIM, 2004), sendo o sistema nervoso central o principal alvo dessa espécie mercurial
(FARINA et al., 2013; KHOURY et al, 2013). Devido sua afinidade com o cérebro, a
concentracdo de MeHg neste 6rgdo é de 3 a 6 vezes mais elevada que no sangue e uniformemente
distribuida no resto do corpo (SYVERSEN et al. 2012). Sua meia-vida biolégica em seres
humanos é de 44 a 80 dias, 0 que é considerado um tempo relativamente longo. Sua excrecao
ocorre pelas fezes, urina e leite materno (BISINOTI & JARDIM, 2004).

Por possuir atomos monocations, com propriedades eletrofilicas, o MeHg interage com
grupos nucleofilicos de varias biomoléculas e os oxida. Assim, a mediacdo dessa espécie no
organismo ocorre por sua interacdo com proteinas contendo grupos sulfidrilas ou tidis nao
proteicos, por exemplo. Essas interacbes podem modificar o estado de oxidacdo desses grupos e
consequentemente, modular suas fungbes (FARINA et al., 2013; SYVERSEN et al. 2012).
Dentre os sintomas decorrentes da exposicao a essa espécie mercurial tem-se: disturbios visuais,
parestesia, perda de audicdo, deterioracdo mental, tremor muscular, neurestenia, entre outros, e
em alguns casos pode levar ao 6bito (BISINOTI & JARDIM, 2004).
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2.2.1.2. Exposicdo Materna: Riscos ao Recém-Nascido

Além das diversas fontes de exposicdo ao Hg, o contato com este metal pode ocorrer
ainda no periodo fetal, tendo em vista que durante a gravidez ndo existe qualquer barreira que
impeca a transmisséo de Hg da mée para o feto (KOZIKOWSKA & BINKOWSKI, 2013). Neste
periodo, mesmo pequenas doses sd0 perigosas, 0 que torna a exposicdo materna na fase
gestacional um risco a sadide do feto, podendo provocar déficits neurolégico (DOREA et al,
2013; FARINA et al., 2013; GARCIA-ESQUINAS et al., 2013; MOLINA-VILLALBA et al.,
2015), hipertensdo induzida pela gravidez, baixo peso do recém-nascido e deficiéncias fisicas
(GARCIA-ESQUINAS et al., 2013).

A transferéncia da mae para o feto ocorre de forma ativa a partir do sangue materno,
atingindo o cerebro do feto (FARINA et al., 2013). A concentragdo no sangue fetal é geralmente
mais elevada do que da mée (SYVERSEN et al. 2012).

Kozikowska & Binkowski (2013) avaliaram a concentracdo de Hg na placenta, corddo
umbilical, sangue do corddo umbilical e liquido amnidtico de 40 mulheres que vivem na Polonia.
As concentracdes mais elevadas foram observadas em tecido de placenta (0,104 ug g™) e no
corddo umbilical (0,064 ug g™), sendo semelhantes os valores médios do sangue, placenta e
cordao umbilical. A alta concentracdo de Hg na placenta foi explicada pelo nivel de hemoglobina
em fetos ser mais elevados do que em suas mées e pela maior susceptibilidade das criancas ao
acumulo de Hg.

Além da exposicao fetal, o Hg pode ser transferido para o recém-nascido através do
aleitamento (SUNDBERG et al., 1999). Durante os primeiros seis meses de vida o aleitamento
pode reduzir as taxas de mortalidade infantil, além de proteger contra uma variedade de doencas,
sendo de fundamental importancia para desenvolvimento fisico, imunoloégico e
neurocomportamental da crianca (ANVISA, 2008; CUNHA et al., 2013; JAKAITS et al., 2014;
MANDAL et al., 2014; MARTIN et al., 2004; POZZI et al., 2015; VIEIRA et al., 2013).
Contudo, o leite € uma via de excrecdo em mamiferos (CUNHA et al., 2013), juntamente com
nutrientes essenciais e de moléculas importantes, ele pode transportar substancias
ambientalmente toxicas tais como o Hg, as quais a mae foi exposta (VIEIRA et al., 2013).

A meia vida do Hg em mulheres é de aproximadamente 75 dias, no periodo de lactacdo
este tempo é reduzido em aproximadamente 42 dias, indicando maior mobilizacdo de Hg em

lactantes (GREENWOOD et al., 1978). Durante a lactacdo, as criangas estdo sujeitas a exposicdo
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ao Hg em suas formas organica e inorganica (BJORNBERG et al., 2005; SUNDBERG et al.,
1999), ambas espécies mercuriais podem chegar ao recém-nascido ap6s a passagem da glandula
mamaria, inserindo ao colostro e ao leite materno (AL-SALEH et al., 2013; VIEIRA, et al, 2013).

Os niveis de Hg no leite materno estdo relacionados com varidveis socio-demogréficas,
estilo de vida e dieta materna (CHIEN et al., 2006; CUNHA et al., 2013; KOZIKOWSKA &
BINKOWSKI et al.,, 2013). Ou seja, quanto mais exposta a lactante estiver, maior sera a
exposicdo do filho. Contudo, por ainda estarem em desenvolvimento neurolégico e possuirem
mecanismos de desintoxicacdo imaturos, criangas sdo potencialmente mais suscetiveis aos efeitos
do Hg quando comparadas aos adultos (AL-SALEH et al., 2013; MOLINA-VILLALBA et al.,
2015).

Ao avaliar os riscos da exposicdo ao Hg pelo consumo de leite humano € importante
estimar os niveis de ingestdo de Hg pelo bebé, para tanto, € necessario ter conhecimento da
concentracdo da substancia no leite, do consumo do leite pelo bebé e de seu peso corporeo, sendo
a ingestdo calculada de acordo com a Equacéo 1 (JARDIM & CALDAS, 2009).

Hg total x Consumo de leite humana

(1)

Ingestao = y
Peso corpoOreo

Em 1972 a JECFA (FAO/WHO Joint Expert Committee on Food Additives), baseada na
relacdo entre a ingestdo de Hg a partir de peixe e niveis de Hg no sangue e cabelo associados aos
seus efeitos toxicos, estabeleceu o limite maximo de ingestdo semanal provisorio (Provisional
Tolerable Weekly Intake, PTWI) de 5 pg/kg/pc de HgT e 3,3 pg/kg/pc de metilmercurio (FAO /
WHO, 1972). Contudo, em 2003, baseados em estudos conduzidos nas ilhas Seicheles e Faroé o
PTWI foi revisado e substituido, sendo estabelecido o limite de 3,3 pg/kg/pc de MeHg para a
populacdo geral e 1,6 pg/kg/pc para mulheres gravidas, além de 5 pg/kg/pc para HgT
(FAO/WHO, 2004). Mais recentemente o limite para Hg inorganico foi substituido para 4
ug/kg/pe, considerando a exposi¢do por meio de consumo de alimentos em geral, com excegédo de
peixes (FAO/WHO, 2011).

Comparando a ingestdo calculada com o limite maximo de ingestdo semanal (PTWI =5

ug/kg pc de HgT) determinado pela OMS, é possivel avaliar o risco que a exposi¢do ao Hg pelo
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consumo de leite humano oferece ao bebé, o qual pode ser expresso em %, (Equacgédo 2) sendo
preocupante quando ultrapassar 100% (JARDIM & CALDAS, 2009).

PTWI% = Ingestao 5
° T T PTWI @

Da Costa e colaboradores (2005), em estudo realizado com lactantes residentes em
Brasilia, estimaram esta exposi¢do considerando como peso médio dos bebés 4 kg e volume
médio consumido de 150 g de leite humano/kg de peso corpéreo. Os resultados mostraram que
56,6% dos bebés ingeriram mais Hg que o recomendado pela Organizagdo Mundial da Saude.
Ainda em Brasilia, Cunha et al. (2012), mostraram que nos primeiros 3 meses de lactacdo a
ingestdo de Hg pela amamentacdo pode exceder o nivel de exposicdo toxicologicamente seguro
(PTWI).

2.2.2. Biomonitoramento do mercurio

Frente a poluicdo e a degradacdo ambiental decorrente do atual processo de
modernizacdo, a populacdo estd exposta a diversos agentes toxicos, como o Hg. Este cenario
exige a prevencdo de alteracGes nos ecossistemas bem como de riscos a saude humana por meio
de estratégias de trabalhos de cunho multidisciplinar (AMORIM, 2003). Apesar do
monitoramento ambiental permitir a determinacdo destes agentes no solo, agua, ar, etc., sua
presenca nestas matrizes ndo implica, necessariamente, em efeitos adversos a salde humana
(ESTEBAN & CASTANO, 2009).

Assim, o biomonitoramento trata-se de uma estratégia que possibilita a deteccdo precoce
de uma exposicdo aos agentes toxicos, podendo diminuir significativamente efeitos adversos a
salde humana. Para tanto, faz-se necessaria determinacédo destes agentes no individuo, bem como
a definicdo de niveis permissiveis de exposicao e, comparando com estes limites, a avaliacdo dos
possiveis riscos a salide associados a essa exposicdo (AMORIM, 2003).

Segundo Esteban & Castafio (2009), o biomonitoramento pode ser definido como a
medida direta da exposicdo de pessoas a contaminantes ambientais. Para tanto, sdo utilizadas
matrizes como 0sso, tecido adiposo, sangue, cabelo, urina, leite materno, entre outros, as quais

podem armazenar ou excretar estas substancias.
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Dentre estas matrizes, 0 sangue é uma das mais utilizadas, por estar em contato com todos
0s Orgaos e tecidos onde os contaminantes sdo depositados. Contudo, trata-se de uma matriz
muito invasiva, 0 que, por vezes, inibe a participacdo de voluntarios em estudos epidemioldgicos
(ESTEBAN & CASTANO, 2009). Varios estudos, em diversas regides, utilizaram sangue como
matriz na avaliacdo da exposicdo ao Hg, seja ela ocupacional ou ambiental (BASU et al., 2014,
BIRCH et al., 2014; JANICKA et al., 2015; KALISH et al., 2014; MORTENSEN et al., 2014) .

Amostras de cabelo também tém sido amplamente utilizadas em diversos estudos visando
a avaliacdo de exposicdo crbnica a baixas doses de Hg por via alimentar no meio ambiente
natural (DOREA et al., 2005; PINHEIRO et al., 2007; ROCHA et al., 2014), tendo em vista que
mais de 80% do HgT no cabelo é MeHg, o que o torna um excelente indicador de exposicdo a
esta espécie mercurial (ESTEBAN & CASTANO, 2009). Além disso, o cabelo apresenta diversas
vantagens metodoldgicas, como, por exemplo, o fato de ser possivel estabelecer um histérico da
exposi¢cdo ao longo do tempo e por se tratar de um método ndo-invasivo, portanto mais aceito
pelos participantes (ESTEBAN & CASTANO, 2009; PASSOS & MERGLER, 2008). Essa
vantagem metodologica é particularmente interessante em tipos de estudo de avaliacdo de
exposicao onde necessita de participantes voluntéarios (ESTEBAN & CASTANO, 2009).

Rocha et al. (2014) avaliou as concentragdes de Hg no cabelo e sangue de criangas de
duas comunidades proximas a cidade de Porto Velho, em Ronddnia. Neste estudo as
concentracdes de Hg no cabelo foram proporcionais as encontradas no sangue, sugerindo que,
uma vez incorporado no cabelo, o nivel de Hg ndo é modificado e reflete uma exposic¢do continua
ao metal. A Organizacdo Mundial da Salude preconiza limites biolégicos de tolerancia para
pessoas expostas, sendo no cabelo até 14 pg g e no sangue até 56 pug L™ (FAO/WHO, 2004).

Pirard e colaboradores (2014), avaliaram a concentracdo de Hg, em 129 criancas (6-11
anos) ¢ suas maes (< 45 anos) residentes em areas urbanas ou rurais da Bélgica, utilizando cabelo
como matriz. Observaram que havia correlacdo significativa entre as concentracfes de Hg nas
médes e criancas, € que maes e criangcas com consumo regular de peixe ou frutos do mar
apresentaram maior concentracdo de Hg (1,7 vezes mais), que aquelas sem consumo regular.

Passos & Mergler (2008) apresentaram uma ampla revisdo da literatura cientifica
brasileira e internacional, com vistas a avaliar 0s niveis de exposi¢do ao Hg em diversos paises
amazénicos. Uma das tabelas apresentadas no artigo, e reproduzida na Tabela 1, relata de

maneira sumaria grande quantidade de dados sobre os teores de Hg em cabelos de diversas
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comunidades consumidoras de peixe, dentre as quais as populacfes ribeirinhas encontram-se

dentre as mais expostas, com médias de Hg no cabelo to altas quanto 38 e 65 g g™

Tabela 1 — Resumo das concentracfes de Hg em cabelo, relatados para comunidades consumidoras de peixe
na Bacia Amazonica, com a localizacdo, caracteristica da populacdo estudada, faixa de idade, nimero amostral

e referéncia.

. . HgT (ug g7) % MeHg .

Localizacdo  Populacao Idade N MédiatSD  Variacio Variacio Referéncia
Rio Madeira  Ribeirinha - 713 15,2+9,6 6 —150 - Bastos et al. (2006)
Rio Tapajos  Ribeirinha <15a65 69  15+NA - : (Pz!ggg')ro etal.
RioMadeira Ribeifinha - 241  172+NA  NA-303 : ?1‘333';'0 & Barbosa
Parque Xingu Indigena - 27 18,5+NA 6,9-34 - X%%OLBCEIOS etal
Lago Cunia Ribeirinha - 75 8,7+tNA NA-31,9 70-80 Barbosa et al. (1995)
Rio Fresco Indigena - 419 8,0+NA - - Barbosa et al. (1995)
Rio Tapajos Ribeirinha - 101 21+NA 4,7-151 85-91 Malm et al. (1995)
Rio Negro Ribeirinha - 101  38,6+14,4 - - Eve et al. (1996)
Rio Teles
Pirese Indigena - 55 34,2+NA 10a>50 87,2 Barbosa et al. (1997)
Juruena
Yanomami Indigena - 14 3,3+1,2 1,5-6,0 58 — 97 Kehrig et al. (1997)
N1 OPaIOS e Ribeirinha i 82  167+73 10-594 87100 Kehrigetal. (1997)
Rio Tapajds Ribeirinha >15 96 12,9 0-145 73-94 Lebel et al. (1997)
Rio Madeira  Ribeirinha 0,1-32 28 - 40-84,4 84 -90 Barbosa et al. (1998)
Lago I Guimaraes et al.
Pracuba Ribeirinha - 15 16,7+NA - - (1999)
Cidadede — \pana  14.45 75 114117 01-82 . Hacon et al. (2000)
Alta Floresta
Rio Tapajos Ribeirinha - 17+8,5 29-715 - ?2'838';0 tal.
Parque Xingu Indigena - - 13,6+4,7 4,3-32,8 - é%sgg)ncelos etal.
Rio Negro Ribeirinha <15a40 76 21,4+12,7 1,7-59 34 -100 Barbosa et al. (2001)
Rio Tapajds Ribeirinha 12 - 68 36 12,5 2,9-27 - Dolbec et al. (2001)
Municipiode ;pana  0a>60 232 24439 08-727 - Santos et al. (2002)
Rio Branco
Rio Fresco Indigena <2a45 28 8,1+3,2 0,8-13,7 - Barbosa et al. (1998)
Rio Tapajos Ribeirinha <1 - 12+NA 9,6-14,6 - chggf;lo etal.
Municipiode  \ypany  17.25 44 20418  008-152 : Passos et al. (2003)
Santarém
Reserva Indigena ~ 05-90 910  84+64  05-839 - Santos et al. (2003)
Pakaandva
Rio Tapaj0s Indigena <10 203 8,1+5,2 - - Dorea et al. (2005)
Rio Negro Urbana - 399 11,4+NA 0,1-83,1 - Santos et al. (2005)
Rio Tapajos e S i Pinheiro et al.
Tocantins Ribeirinha 0,1-12 168 51 0,4-53,8 (2007)
Rio Beni Indigena - 80 9,8+NA 4,3-19,5 Maurice-Bourgoin et

al. 2000)

Fonte: Passos & Mergler (2008) — Adaptado
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Enquanto o cabelo é comumente utilizado na avalicdo de exposicdo cronica,
concentragdes de Hg na urina refletem uma exposicdo mais recente, caracteristica de exposicdo
ocupacional, sendo muito utilizada na avaliacdo da exposi¢do ao vapor de mercdrio metélico e
formas inorgénicas de Hg (MOLINA-VILLALBA et al., 2015). Straaten (2000) investigou a
exposicdo de garimpeiros na regido do norte da Tanzania por meio da analise de Hg em urina,
onde 12, dos 45 garimpeiros voluntarios, apresentaram concentragdes urinarias de Hg entre 50 e
100 pg g™ de creatina e 4 apresentaram concentracdes superiores a 100 pug g™ de creatina, sendo
essas concentragfes muito superiores as encontradas no grupo controle, demonstrando claramente
0s riscos de exposicao ocupacional de pessoas que trabalham com Hg.

Molina-Villalba e colaboradores (2015) avaliaram a exposicdo ao Hg e outros metais
traco na urina e cabelo de 261 criancas, de 6 a 9 anos, que viviam proximas de areas industriais
e/ou de mineracdo em Huelva, sudoeste Espanha, e 0os municipios circunvizinhos. Neste estudo
foi encontrando na urina 1,31 + 1,23 ug L™ de Hg e 1,282 + 1,524 ug g™ no cabelo, onde se
observou correlacdo significativa entre as concentragdes na urina e no cabelo.

Outra matriz muito utilizada no biomonitoramento é o leite materno. Devido a seu alto
teor de gordura é comumente utilizado no monitoramento de substancias lipofilicas, alem de
fornecer informacBes quanto aos niveis de exposicdo tanto da mae quanto do filho. Quando
utilizado como matriz, faz-se importante considerar o tempo de lactacdo, tendo em vista a
reducdo de produtos quimicos resultante do processo de depuracdo (SAKAMOTO et al., 2015).
Diversos trabalhos tém utilizado essa matriz na avaliacdo da exposicdo ao Hg, a Tabela 2

apresenta, de maneira sumaria e cronoldgica alguns destes estudos.

Tabela 2 — Resumo das concentragBes de HgT em leite humano, de acordo com literatura cientifica
especializada, publicadas no periodo de 1998 a 2013, com a localizacdo, nimero amostral, periodo de
lactagdo e referéncia.

Localizacio Ndamero Periodo de HgT (PPB) Referéncia
¢ amostral amamentacdo  Média+ DP  Variagdo
Comunidades
r|be|r!nhas do Ff'q 46 2 a 60 semanas - 0,12-6,48 Vieira et al. (2013)
Madeira, Rondénia,
Brasil
Porto Velho, Rondonia, 45 2 a 60 semanas - 0,09-3,74 Vieira et al. (2013)
Brasil
Centro-Oeste do Brasil 142 (32 2 a 13 semanas 6,47 +6,04 <0,76-2,27 Cunhaetal. 2013
voluntérias)
Arébia Saudita 155 - 1194076 0012644 ‘i-Salehetal.

(2013)
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Tabela 2 — Resumo das concentragBes de HgT em leite humano, de acordo com literatura cientifica
especializada, publicadas no periodo de 1998 a 2013, com a localizacdo, nimero amostral, periodo de
lactago e referéncia — Continuagao.

Numero Periodo de HgT (PPB)

Localizagdo amostral amamentacdo  Média + DP Variagdo Referéncia
Ancara, Turquia 26 4 a 8 semanas 25,8 +44.6 1,8-236 Oriin et al. (2012)
Goudarzi et al.
Isfahan, Iran 37 - 0,92 + 0,54 0,0-2,07 (2012)
Behrooz et al.

Tehran, Iran 34 - 0,12+0,06 <0,01-1,73 (2012)

. Behrooz et al.
Tabriz, Iran 28 0,86 + 0,26 0,02 -5,86 (2012)
Noushahr, Iran 18 . 0154006 <0,01 1,21 (Bzeohlrg)oz etal.
Ancara, Turquia 21 2 a 3 semanas 3,42 £ 1,66 0,35-6,90 Yalgin et al. (2010)
Kalimantan and
Sulawesi, Indonésia; ) <1,0- Bose-O’Reilly et al.
Geita, Tanzania: e 46 126 semanas 14960  (2008)
Kadoma, Zimbabue
Taipei, Taiwan 68 12 semana 2,03+248 0,24 -9,45  Chien et al. (2006)
Brasilia, Distrito Da Costa et al.
Federal, Brasil 26 - 5734446 0.0-2307 5405

. - Bjornberg et al.

a - —

Huddinge, Suécia 15 1% semana 0,06 — 2,01 (2005)

. - ) Bjornberg et al.
Huddinge, Suécia 15 6 semanas 0,07 -0,37 (2005)
Bavaria, Alemanha 116 12 semana 137+214 <0,25-20,3 agegg(;r e Schaller
Bavaria, Alemanha 84 8 semanas 0,64+146 <0,25-11,7 (Dlgg(g;r e Schaller

. 70 (46 a
Munique, Alemanha voluntarias) 1% semana - <0,2-6,86 Drash etal. (1998)
Comunidades
Ribeirinhas do Rio Barbosa e Dorea
Madeira, Rondénia, 47 2 a 60 semanas 58+59 0,0-24,8 (1998)

Brasil

Em suma, varias sdo as matrizes disponiveis para avaliar a exposi¢do humana ao Hg e aos
diversos tipos de metais toxicos, contudo, ao se iniciar um estudo é importante tomar como base
algumas caracteristicas principais para a escolha de uma matriz ideal, como nao representar
riscos a saude do doador, ser disponivel em quantidade suficiente para analise, conter niveis
detectaveis do contaminante, além de refletir a carga corporal do doador (ESTEBAN &
CASTANO, 2009).

2.2.2.1. Biomarcadores
Considerados “sistemas de alerta” no biomonitoramento, 0S biomarcadores sdo toda

substancia, seu produto de biotransformagdo ou qualquer alteracdo bioquimica precoce, que por
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meio de sua determinacdo seja possivel estabelecer relacéo entre a exposicao e o efeito toxico de
um poluente em um organismo, refletida em alteracfes fisiologicas e/ou a suscetibilidade dos
individuos (AMORIM, 2003).

Existem trés tipos de biomarcadores, de exposicédo, de efeito e de suscetibilidade, os quais
podem ser aplicados para varias finalidades, a depender do intuito do estudo e do tipo de
exposicdo a ser analisada (AMORIM, 2003; JIMENEZ, et al., 2009; JUARES et al., 2009).
Segundo Juérez e colaboradores (2010), um bom biomarcador deve reunir 5 caracteristicas
principais: ser eticamente aceitavel, ser identificado facilmente em uma matriz bioldgica, refletir
uma condi¢do subclinica reversivel, ter especificidade e possibilitar medidas preventivas.

Assim, biomarcadores tém um papel importante em avaliacdes de risco, pois permitem
relacionar o estado fisiolégico de um organismo com pardmetro no nivel populacional
previamente, além de possibilitar economia financeira, de tempo, e de profissionais. Ao
evidenciar os efeitos e suas causas, 0s biomarcadores podem ser Uteis tanto na ciéncia como no
desenvolvimento de politicas puablicas referentes a sadde ambiental. Dessa forma, diversos
estudos tém buscado em novas técnicas formas de identificar possiveis biomarcadores de metais
toxicos, como a metaldémica (MORAES et al., 2012).

2.3. METALOMICA

Estudos relacionados ao genoma e ao protedma tém gerado grande desenvolvimento em
diversas areas de pesquisa (GARCIA et al., 2006). O genoma refere-se a todos 0s genes de um
organismo (LANCAS et al., 2003). J4 o protedbma trata-se do conjunto de todas as proteinas
expressas por um genoma. Enguanto o primeiro fornece apenas informacdes estatisticas, o
proteoma possibilita uma visdo mais abrangente do aparelho celular assim como de seus
processos. 1sso porque as proteinas sdo capazes de interagir de inimeras formas entre si, além de
responderem as mudancas ambientais e ao desenvolvimento do organismo, 0 que o torna mais
complexo em comparacdo ao genoma (BENDIXEN et al., 2005; LANCAS et al., 2003; MANSO
et al., 2005; POMASTOWSKI et al., 2014; ROTILIO et al., 2012).

A anélise do proteoma, denominada protedmica, busca compreender a funcdo de cada
gene no organismo vivo (STULTS et al., 2005). Fazendo-se necessario ndo s6 enumerar a
sequéncia de aminoacidos que formam a proteina, mas também sua estrutura tridimensional e

fungdo (LANCAS et al., 2003). Em estudos protedbmicos, ao invés de provar ou refutar uma
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determinada hipdtese, busca-se gerar grande nimero de dados, 0s quais podem ser consultados a
fim de definir padrdes de informac6es que possam ser inferidas (STULTS et al., 2005).

Além de sustentar todos os aspectos das atividades bioldgicas em um organismo
(WHITFORD, 2005; POMASTOWSKI et al., 2014), as proteinas sdo responsaveis por inimeras
doencas, as quais sdo decorrentes de defeitos em proteinas especificas (BERG et al., 2004), o que
torna estudos protedmicos fundamentais em varios campos de pesquisa. Por meio destes é
possivel conhecer o interior das proteinas, ou seja, definir um sistema biolégico completo e,
possivelmente, aperfeicoar métodos de diagnosticos e prevencdo de doencas (STULTS et al.,
2005; POMASTOWSKI et al., 2014; ZAIA et al., 1998).

Avancos tecnoldgicos nessas areas tém possibilitado o desenvolvimento de novos campos
de pesquisa, como a metalomica. Que por sua vez, busca a caracterizacdo funcional e estrutural,
em escala genémica, de proteinas ligadas a metais (SHI e CHANCE, 2008), tendo em vista que
metais sdo elementos integrantes de grande parte dos processos bioldégicos em organismos Vivos,
alguns téxicos em niveis elevados e essenciais em pequenas quantidades, outros tolerados em
niveis excessivamente elevados ou simplesmente téxicos (YANNONE et al., 2012).

Estima-se que aproximadamente 40% de todas as proteinas e enzimas necessitam de ions
metéalicos para suas atividades biologicas (GARCIA et al., 2006; LIMA et al., 2010), sendo que
12 dos 23 elementos conhecidos com funcgdes bioldgica sdo metais (FARINA et al.,, 2013).
Exemplo disso sd@o a albumina e a lactoferrina presentes no leite, a primeira contribui na
biodisponibilidade de zinco e a outra auxilia no combate a patdgenos quando ligada ao ferro
(POZZI et al., 2015). Embora haja essencialidade de alguns ions metéalicos, existem aqueles que
ndo possuem qualquer funcdo bioldgica conhecida, os quais podem causar diversos efeitos
deletérios aos seres humanos, como o Hg, metal toxico que afeta principalmente o sistema
nervoso central e sistemas renais (PEIXOTO et al., 2014). O que torna estudos metalémicos
indispensaveis para a compreensdo do impacto, funcdo e ou toxicidade de ions metalicos em
sistemas bioldgicos (GARCIA et al., 2006; YANNONE et al., 2012).

Estudos nestas areas tém gerado grande impacto na ciéncia, possibilitando, por exemplo, a
obtencdo de biomarcadores, altamente especificos e Uteis, de doengas como doenca de Parkinson
(LICKER et al., 2014), sarcomas (KONDO et al., 2014), distarbios neuropsiquiatricos (PATEL et

al., 2014), dentre outras. Estes biomarcadores poderdo ser utilizados em ensaios buscando obter
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maior conhecimento a respeito de doengas assim como seu diagndstico e tratamento (BREWIS et
al., 2010; HAENEN et al., 2014; POMASTOWSKI et al., 2014; STULTS et al., 2005).

2.3.1. Eletroforese em gel de poliacrilamida (SDS-PAGE)

Estudos metaldmicos combinam técnicas protedmicas, como eletroforese, cromatografia e
bioinformatica, a técnicas quantitativas, como espectrometria de absor¢do. Embora tenham
surgido vantagens e avancgos na tecnologia e metodologia nestas areas cientificas, ainda existem
muitos desafios para que se atinja a exceléncia. Neste sentido, o0 preparo das amostras trata-se de
um ponto crucial para que as anélises apresentem resultados satisfatorios, fazendo-se necesséria
otimizacdo de um método, de modo a garantir boa resolucdo na separacdo proteica (LICKER et
al., 2014; STULTS et al., 2005).

Neste tipo de andlise € indispensavel a extracdo e separacdo das proteinas, sendo o
processo de extracdo determinado em funcdo das caracteristicas de cada tipo de amostra
(BRACHT et al., 2003, LICKER et al., 2014). Assim, inicialmente as células do material
biologico estudado devem ser rompidas, por meio de metodos fisicos (ex.. maceracdo ou
centrifugacdo) ou quimicos (ex.: enzimatico ou na presenca de detergentes) (FLACK et al.,
1984).

Devido as suas caracteristicas hidrofobicas (ndo soliveis em &gua), as proteinas
encontram-se ligadas a membranas ou particulas, ou agregadas e para sua completa extracao é
necessaria a reducao dessas interac6es hidrofébicas. Entdo, logo apds o rompimento celular, para
que ocorra 0 completo rompimento das interacGes intra e intermoleculares, as proteinas precisam
ser desnaturadas, desagregadas, reduzidas e solubilizadas (BRACHT et al., 2003; LICKER et al.,
2014). Estas etapas de preparo da amostra sdo conduzidas em um tampdo composto por
surfactantes, agentes redutores, além de inibidores de protease (POMASTOWSKI et al., 2014).

O efetivo fracionamento de proteinas pode ser feito por diversos métodos, os quais
buscam separa-las de outras substancias a partir de suas propriedades fisico-quimicas, tais como
solubilidade, carga elétrica e massa molecular (BRACHT et al., 2003). Aléem dos métodos
cromatograficos, amplamente utilizados no fracionamento de moléculas, a eletroforese é um
6timo método analitico, pois permite a visualizagdo das proteinas separadas, possibilitando a

estimativa do nimero de proteinas assim como seu peso molecular estimado e ponto isoelétrico
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(BRACHT et al., 2003; NELSON, 2002). Apos a separacdo das proteinas, as bandas ou spots
proteicos sdo submetidos a caracterizagdo utilizando a técnica de espectrometria de massas.

O termo eletroforese refere-se a migracao de proteinas carregadas em um campo elétrico
(DUNBAR, 1987, GARCIA et al., 2006; NELSON, 2002; WRIGHT et al., 2012). Nesta técnica,
moléculas ionizadas migram em uma mesma direcdo, repelindo-se e mantendo intactas suas
estruturas e propriedades, dessa forma é possivel separa-las em varias fragdes (bandas ou spots)
(PETERS et al., 2012).

Essa técnica é utilizada desde o final da década de 30. Entretanto, sua resolucdo so se
tornou satisfatoria as necessidades analiticas da quimica moderna ap6s a insercdo de suportes que
retardam ou excluem moleculas em fungcdo de suas massas moleculares, tais como a
poliacrilamida, a qual foi introduzida como suporte no final da década de 50 (BRACHT et al.,
2003). A vantagem da utilizacdo do gel de poliacrilamida esta no fato de se tratar de um material
transparente, quimicamente inerte e estdvel a uma ampla variacdo de temperatura, pH e forca
ionica (KIM et al., 2005)

Este gel apresenta ligagbes cruzadas que atuam como uma “peneira molecular”,
possibilitando a migracdo das proteinas na proporcdo aproximada da razdo carga/massa de
proteina (NELSON, 2002). E composto por acrilamida e N, N-metileno-bis acrilamida (bis-
acrilamida) copolimerizadas (GARCIA et al., 2006; KIM et al., 2005). A polimerizacao vinilica é
catalisada por persulfato de aménio, que dissolvido em H,O forma radicais livres, os quais sao
estabilizados pela adicdo de Tetrametilenodiamina (TEMED). Estes radicais livres ativam a
acrilamida, que por sua vez, reage com outras moléculas de acrilamida formando uma longa
cadeia linear do polimero. A bis-acrilamida forma as ligacdes cruzadas entre essas cadeias
formando uma espécie de “malha” por onde ocorre a migracdo das proteinas (BRACHT et al.,
2003; DUNBAR, 1987).

As propriedades fisico-quimicas do gel, tais como a elasticidade, densidade e tamanho dos
poros presentes na malha, sdo determinados pela sua relacdo acrilamida/bis-acrilamida, a qual
influencia diretamente na resolucédo da separacdo das proteinas na eletroforese (DUNBAR, 1987,
GARCIA et al., 2006).

O fracionamento das proteinas em métodos eletroforéticos é feito com base na
heterogeneidade de algumas propriedades fisico-quimicas das proteinas, tais como carga elétrica

liquida, massa molecular e ponto isoelétrico (BRACHT et al., 2003)
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A eletroforese em gel de poliacrilamida-dodecilsulfato de s6dio (SDS-PAGE) trata-se de
uma técnica eletroforética amplamente aplicada em estudos, por permitir, dentre outros, a
estimativa da massa molecular relativa de proteinas, a determinacdo de proteinas glicosadas e
analise de proteinas utilizando mapeamento de peptideos (DUNBAR, 1987). Nesta técnica as
proteinas sdo separadas com base em sua massa molecular. Para isso, 0 SDS liga-se a porcoes
hidrofébicas das proteinas alterando sua conformacdo nativa e lhes conferindo uma conformacéo
estendida estavel. Neste processo, o SDS forma um complexo de tamanho proporcional a sua
massa molecular e adiciona cargas negativas excluindo a interferéncia das cargas inerentes as
proteinas. Dessa forma, a razdo entre carga e massa das proteinas torna-se semelhante,
possibilitando a migracdo das proteinas em funcdo das massas dos complexos SDS-proteina
(BRACHT et al., 2003; GARCIA et al., 2006; NELSON, 2002).

No SDS-PAGE séo utilizados dois géis de diferentes concentragdes de acrilamida, o gel
de empilhamento (ou empacotamento) e o gel de separacdo (ou corrida). O gel de empilhamento
tem menor concentracdo de acrilamida (2-5%), e consequentemente poros maiores. Sua utilizagédo
possibilita melhor resolugdo da separagédo de proteinas no gel de corrida (DUNBAR, 1987).

Em condicgdes desnaturantes, ou seja, com a adi¢do de agentes redutores como o DTT, é
possivel determinar a massa molecular das proteinas. Para tanto, sdo aplicados no mesmo gel da
proteina de interesse, padrGes proteicos com massas moleculares conhecidas e apos a corrida
eletroforética determina-se sua mobilidade relativa (Rf), ou seja, sua migracdo no gel. Por meio
deste resultado é possivel montar uma curva de calibracdo com os logaritmos de suas massas
moleculares em funcdo dos dados de Rf e determinar a massa molecular da proteina de interesse
(BRACHT et al., 2003).

Para a visualizacdo das proteinas no gel séo utilizadas varias técnicas de coloracdo, como
coloracdo por nitrato de prata, coloragdo para glicoproteinas, coloracdo de fluorescéncia e
coloracdo pelo azul de coomassie (R250/350, G250). Este ultimo é bastante utilizado por se tratar
de um método econdmico o qual permite além da coloracdo, a fixacdo das proteinas no gel
(BRACHT et al., 2003, STULTS et al., 2005, WRIGHT et al., 2012). Quando adicionado no gel
juntamente a amostra, o corante forma um complexo ao interagir com as cadeias laterais basicas e
aromaticas das proteinas. Por meio dessa interacdo ocorre o deslocamento do equilibrio do

corante para sua forma anidnica que absorve fortemente em 595 nm (ZAIA et al, 1998).
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3. OBJETIVOS
3.1. OBJETIVO GERAL

Identificar possiveis biomarcadores proteicos de exposicdo ao Hg em amostra de leite de

lactantes residentes em comunidades tradicionais do alto rio Madeira, area de influéncia da Usina

Hidrelétrica Jirau, por meio de estudo metalémico.

3.2. OBJETIVOS ESPECIFICOS

Os principais objetivos especificos compreendem:

a)
b)

c)

Determinar os niveis de exposi¢cdo humana ao Hg na area de estudo;

Adequar o fracionamento/separacdo de metaloproteinas em amostras leite de lactantes
residentes em comunidades tradicionais do alto rio Madeira;

Identificar as principais bandas com presenca de mercdrio, assim como possiveis

metaloproteinas biomarcadoras de exposi¢do ao Hg.

4. MATERIAIS E METODOS
4.1. REAGENTES E SOLUCOES

Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica, sendo que todas as solugdes

foram preparadas com agua ultrapura, obtida pelo sistema PURELAB Ultra. Foram utilizados os

seguintes reagentes e solucdes:

Acido acético glacial, C,H;02, MM = 60,05 g/mol (J.T. Baker);

Acido cloridrico, HCI, MM = 36,46 g/mol (J.T. Baker);

Acido nitrico, HNO3, MM = 63,01 g/mol (Merck);

Acido sulfurico, H,SO,, 95-98% (J.T. Baker);

Acrilamida, C3HsNO, MM = 71,08 g/mol (GE Healthcare, Life Sciences);

Albumina de soro bovino (Merck);

Azul de bromofenol, C19HyBrs;NaOsS, MM = 691,94 g/mol (BioAgency);

Coomassie blue R-250, PhastGel Blue R, Cs5H44N3NaO7S,, MM = 825.97 g/mol (GE
healthcare Bio-Sicences);

Ditiotreitol (DTT), C4H100,S,, MM = 154,24 g/mol (Amersham Biosciences);
Dodecilsulfato de sédio (SDS), C1,H2s0SO3Na, MM = 288,38 g/mol (GE Healthcare Life

Sciences);
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Glicerol 87%, C3HgO3, MM = 92,09 g/mol (Amersham Biosciences);

Metanol, CH,0, MM = 32,04 g/mol (J.T. Baker);

Nitrato de paladio, Pd(NOs3),, (Merck);

Nitrato de zirconio, ZrO(NO3).2H,0, (Merck);

N, N’-metilenobisacrilamida, C7TH10N202, MM = 154,17 g/mol (GE Healthcare Life
Sciences);

N, N’, N, N’-tetrametilenodiamina (TEMED), CsH1sN2, MM = 116,20 g/mol (GE
Healthcare Life Sciences);

Padrao proteico de massa molar (GE Healthcare Life Sciences);

Peroxido de hidrogénio 30%, H,0, (Merck KGaA);

Persulfato de amdnio, N2HgS,0g, MM = 228,20 g/mol (GE Healthcare Life Sciences);
Solugéo padrdo de mercirio 1.000 mg L™ (Merck);

Terra diatomacea (Teledyne Technologies Company);

Tris-hidroximetil amino metano, C4H1;03N, MM = 121,14 g/mol (GE Healthcare Life

Sciences).

4.2. EQUIPAMENTOS E ACESSORIOS

Os frascos plasticos, vidrarias e demais utensilios utilizados foram descontaminados por

meio de imersdo em &cido nitrico 10% (v/v) por 12h. Apds este procedimento o material foi

lavado com agua ultrapura e seco a temperatura ambiente. Sendo que para realizacdo das analises

laboratoriais foram utilizados o0s seguintes equipamentos e acessorios:

Agitador por efeito Vortex, modelo AC-110V (Vivax);

Agitador magnético, modelo PC-420 (Corning);

Amostrador automatico, modelo ASC-6100;

Analisador automatico para a determinacdo direta de mercdrio por decomposicdo térmica
e amalgamacdo em colunas de areia de ouro, SMS 100 (Perkin Elmer);

Aparato para filtracdo com disco de filtro de membrana 0,45 pm;

Balanga analitica, modelo BG — 400 (GEHAKA);

Banho Maria, modelo USC-18000A (UNIQUE);

Bloco digestor;


http://www.formulacionquimica.com/Pd(NO3)2/
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e Bomba a vacuo;

e Cuba para eletroforese do tipo SDS-PAGE, Hoefer miniVE; (GE Healthcare Life
Sciences);

e Espectrofotdmetro UV/Visivel, modelo Genesys 6 (ThermoSpectronic);

e Espectrometro de absorcéo atomica, modelo AA 6800 (SHIMADZU);

e Estufa de circulagéo forcada;

e Mesa agitadora, modelo TE-140 (Tecnal);

e Scanner para gel ImageScanner 111 (GE Healthcare Life Sciences);

e Sistema de atomizagéo eletrotérmica em forno de grafite, modelo GFA-EX7;

e Sistema de purificagdo PURELAB Ultra, (ELGA LabWater);

e Sistema para SDS-PAGE, modelo Hoefer miniVE (Amersham Biosciences);

e Ultracentrifuga refrigerada, modelo Universal 320R (Hettich);

e Vidrarias convencionalmente utilizada em um laboratorio de quimica analitica e

eletroforese e copos do autoamostrador do espectrometro de absorcgdo atémica.

4.3. AREA DE ESTUDO

Este estudo se insere no ambito de um Programa de Pesquisa e Desenvolvimento
Tecnologico do Setor de Energia Elétrica, denominado “Biomarcadores de toxicidade do
mercurio aplicados ao setor hidrelétrico na regido Amazonica”. As comunidades estudadas sdo
aquelas que vivem na regido do alto rio Madeira, compreendendo as comunidades de Fortaleza
do Abuna, Abund, Nova Mutum Parana e Vila Jirau, conforme apresentado na Figura 3.

Representando cerca de 23% da Bacia Amazbnica, o rio Madeira € um dos principais
afluentes do rio Amazonas, com area de aproximadamente 1,47 milhdes de km? e 3.400 km de
extensdo, dos quais, cerca de 1.500 km estdo em territério brasileiro. Nasce nos Andes
Bolivianos, como rio Mamoré (BASTOS et al., 2007; 2008; GALVAO et al, 2008) tem suas
cabeceiras ainda no Escudo Brasileiro, o qual € desnudado e antigo, e nas terras baixas do
Terciario cobertas por florestas. Por fluir em diferentes relevos, litologias, climas e vegetacdes, o

rio Madeira possui diferentes caracteristicas hidroldgicas e hidroquimicas.
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Figura 3 — Mapeamento das localidades onde foram feitas as amostragens.
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Classificado como um rio de aguas brancas amareladas, ricas em sélidos suspensos
(GALVAO et al., 2008), contribui com cerca de 50% da carga total de material suspenso
transportado pelo rio Amazonas (BASTOS et al., 2007). Em funcéo da grande carga de materiais
suspensos e sedimento que transporta, é classificado como um veiculo de transporte e dispersao
de poluentes organicos e inorganicos, tais como metais (GALVAO et al., 2008).

Na década de 1970 o rio Madeira se tornou a segunda mais importante regido produtora de
ouro da Amazbnia. Esta atividade teve seu auge durante a década de 1980, quando houve a
liberacdo da Reserva Garimpeira do rio Madeira, causando diversos impactos ambientais, como o
aporte de grandes quantidades de Hg gasoso na atmosfera. Estima-se que entre 1979 e 1990,
cerca de 87 toneladas de Hg foram emitidas no ambiente (BASTOS & LACERDA, 2004).
Atualmente, segundo o Estudo de Impacto Ambiental das Hidrelétricas de Santo Antdnio e Jirau,
80% das familias entrevistadas para o estudo, possuem algum membro em atividades ligadas ao
garimpo (EIA/RIMA, 2005).
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Ainda sobre as atividades econdmicas da regido, as principais fontes de renda sé&o o
trabalho assalariado ou autdbnomo, o garimpo, trabalho nas madeireiras e um conjunto
diversificado de ocupagOes tipicamente urbanas. A agricultura e atividades mistas,
principalmente para subsisténcia, sdo 0s principais usos da terra. A pesca também tem grande
representatividade, de carater estritamente artesanal, é de grande importancia como fonte de
renda para populacdo. A principio essa atividade era meramente complementar, contudo, em
meados do século XX, a pesca tornou-se uma atividade profissional permanente (EIA/RIMA,
2005).

4.4. COLETA DE AMOSTRA
Antes de qualquer coleta, as nove voluntarias que concordaram em participar deste estudo
(Tabela 3) foram submetidas a uma breve entrevista para certificacdo do aceite da coleta de
amostra biologica (cabelo e leite materno), sendo que todas assinaram o Termo de Consentimento
Livre e Esclarecido e responderem a questionarios sécio-historico e alimentar (Apéndices A e
B). O projeto foi submetido e aprovado pelo Comité de Etica da Faculdade de Medicina da UnB
(Anexo A).

Tabela 3 — Localiza¢do das comunidades, identificacdo e tempo de lactacdo de cada lactante no momento
da coleta.

Comunidades Lactante Tempo de Lactacdo
Abuna 1 70 dias
Abuna 2 32 dias
Abuna 3 51 dias

Vila Jirau 4 30 dias
Abuna 5 59 dias
Fortaleza do Abuna 6 30 dias
Fortaleza do Abuna 7 70 dias
Nova Mutum Parana 8 20 dias
Vila Jirau 9 20 dias

4.4.1. Coleta de cabelo

Amostras de cabelo foram coletadas para a avaliacdo dos niveis de exposi¢cdo ambiental
por via alimentar ao mercdrio. As amostras de cabelos (aproximadamente 5 g) foram coletadas da
regido da nuca, com tesoura de aco e por pessoal previamente treinado (Figura 4). Em seguida as
amostras foram acondicionadas em sacos de polietileno e armazenadas a temperatura ambiente

em local limpo e seco até 0 momento da analise.
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Figura 4 - Coleta de amostras de cabelo.

4.4.2. Coleta de leite materno

As amostras de leite materno (aproximadamente 100 mL) foram coletadas pelas préprias
lactantes, por ordenha manual, em frascos de vidro esterilizados (Figura 5). Apds a coleta as
amostras foram congeladas e enviadas para o Laboratorio de Bioanalitica do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista (UNESP), em Botucatu-SP, onde foram mantidas

a -25°C até o momento das analises.

Figura 5 — Coleta de amostras de leite materno.

4.5. DETERMINACAO DE MERCURIO TOTAL
4.5.1. Preparo de Amostras
4.5.1.1. Preparo das Amostras de Cabelo
Para determinagéo de HgT em amostras de cabelo, as mesmas foram cortadas em pedagos
de aproximadamente 5 mm, com o auxilio de uma tesoura e em local limpo. Posteriormente,

foram transferidas para um béquer onde foi adicionada acetona na quantidade aproximada do
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dobro do volume da amostra. Apos decantacdo da amostra, o sobrenadante foi desprezado e foi
adicionada &gua deionizada, aproximada do dobro do volume da amostra, esperou-se novamente
a amostra decantar e descartou-se o sobrenadante. O procedimento com agua foi repetido por 2
vezes e acetona foi adicionada novamente. ApOs decantacdo da amostra, 0 sobrenadante foi
desprezado e com o auxilio de “jatos” de acetona, transferiu-se a amostra de cabelo para o papel
filtro e aguardou-se até completa filtracdo. Apds secagem a temperatura ambiente, a amostra foi

armazenada em recipiente de vidro descontaminado até o momento da analise.

45.1.2. Mineralizagdo das Amostras de Leite Materno
As amostras de leite foram descongeladas a temperatura ambiente e posteriormente 500
ML de amostra foram transferidos para um tubos de ensaio de 5 mL. Em seguida, foram
adicionados 4 mL de solucdo de &cido nitrico concentrado (HNO3) e mantido sob aquecimento
por cerca de 1 hora a 60° C até que a amostra estivesse completamente digerida. Finalmente o

volume foi ajustado em baldo volumétrico de 5 mL com &gua ultrapura.

45.1.3. Mineralizacdo das Bandas Proteicas

As bandas proteicas obtidas por eletroforese foram mineralizadas para determinacdo de
HgT. Nesta etapa, 3 bandas de mesma massa molar obtidas em 3 separacdes eletroforética
simultaneamente foram recortadas e adicionadas a um tubo de ensaio de 5 mL. Posteriormente foi
adicionado 1 mL de solucédo de acido sulfurico concentrado (H.SO,4) e mantido sob aquecimento
por cerca de 3 min a 60 °C. A mistura foi resfriada a temperatura ambiente e adicionados 500 pL
de perdxido de hidrogénio (H202) 30% (v/v), sendo retornada ao aquecimento a 60 °C até que as
bandas estivessem completamente digeridas. Finalmente o volume foi ajustado em baldo

volumétrico de 5 mL com &gua ultrapura.

4.5.2. Determinacao de mercurio total em cabelo

A quantificacdo direta de HgT nas amostras de cabelo utilizou a técnica de espectrometria
de absorcdo atdmica dedicada a determinacdo de mercdrio. Para tanto, as amostra de cabelo
preparadas foram transferidas para barquinhas de niquel e alocadas no amostrador automatico do
equipamento de andlise direta de mercurio SMS 100 / Perking Elmer. A massa de cabelo

transferida para barquinhas de niquel depende da concentracdo de mercurio na amostra de cabelo
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preparada, sendo ajustada a massa da amostra com o compromisso do intervalo da curva analitica

de calibracdo do método analitico.

45.2.1. Preparo da Curva de Calibragéo
Para determinacdo de HgT em amostras de cabelo, por SMS 100, foi construida curva
analitica no intervalo de concentracdo 10 — 300 ng. Para o preparo desta curva utilizou-se
solucdes padréo de 0,1 e 1,0 mg L™ de mercdrio, obtidas por diluicdo de solucéo padrdo de 100
mg L. Na obtencdo dos padrdes de mercurio, aliquotas da solucéo padrdo estoque de 0,1 ou 1,0
mg L™ de merctrio foram transferidas para barquinhas de niquel contendo terra diatomécea,

conforme apresentado na Tabela 4.

Tabela 4 — Volume das solucdes intermediarias de Hg de 0,1 e 1,0 mg L™ utilizado no preparo da curva
analitica para os intervalos alto e baixo; e respectivos tempo de secagem.

Ponto Concentracdo do Padréo Volume (uL) Tempo de Secagem (s)
Branco Agua 100 90
10 ng 0,1mgL™ 100 90
15 ng 0,1mgL™ 150 135
20 ng 0,1mgL™ 200 180
25 ng 0,1mgL™ 250 225
30 ng 0,1mgL™ 300 270
100 ng 1,0mg L™* 100 90
150 ng 1,0mg L™? 150 135
200 ng 1,0mg L™? 200 180
250 ng 1,0mg L™? 250 225
300 ng 1,0mg L™? 300 270

4.5.3. Determinacdo de mercurio total em leite materno e bandas proteicas

As concentracfes de HgT nos extratos acidos obtidos no processo de mineralizacdo das
amostras de leite materno e bandas proteicas foram determinadas utilizando espectrdmetro de
absorcdo atbmica (SHIMADZU AA-6800) com amostrador automatico (ASC-6100) e sistema de
atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite (GFA-EXT7).

Seguiu-se o procedimento descrito por Moraes et. al (2013), onde utilizou-se lampada de
catodo oco de mercurio SHIMADZU, operada com corrente minima de 12 mA e corrente
méaxima de 400 mA (corrente utilizada na correcdo de fundo — BG). O comprimento de onda foi
de 253,7 nm e resolucdo espectral de 0,5 nm. Manteve-se fluxo constante de 1 L min™ de argdnio
(gas inerte) durante todo o programa, interrompendo-se seu fluxo apenas na etapa de atomizag&o.

No intuito de prolongar a vida Util dos tubos de grafite piroliticos com plataforma

integrada, utilizados nas determinagdes de HgT, suas paredes internas foram recobertas com
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zirconio. Este procedimento permite também maior estabilizacéo térmica do mercurio (ORTNER
et al., 2002). Dessa forma, aliquotas de 25 pL de solugdo contendo 1.000 mg L™ do modificador
nitrato de zircdnio foram injetadas dentro do atomizador, com aquecimento até 500° C. Também
foi utilizado como modificador quimico em solugdo 1.000 mg L™ de nitrato de palédio co-
injetado com a amostra dentro do atomizador para auxiliar no processo de estabilizacdo térmica
do Hg.

Os sinais e absorbancia foram medidos em area de pico e em triplicata, injetando-se
aliquotas de 20 pL das solucbes padrBes e/ou amostras mineralizadas juntamente com 4 ulL do
modificador nitrato de paladio para dentro do tubo de grafite recoberto com carbeto de zirconio,
utilizando-se micropipeta do autoamostrador. O programa de aquecimento do tubo de grafite
otimizado para determinacdo de HgT nestas amostras esté apresentado na Tabela 5.

Tabela 5 — Programacdo de aquecimento do tubo de grafite para determinacdo de HgT nos extratos acidos
obtidos das mineraliza¢des das amostras de leite in-natura e bandas proteicas.

Estagios .
Etapas Tempoeratura Rampa Aquecimento Fluxo de _alt%]onlo
(°C) (L min™)
(s) (s)

Secagem 90 5 0 1

Secagem 250 5 5 1

Pirdlise 600 5 10 1
Atomizacao 1600 2 5 0

Limpeza 1800 5 0 1

Fonte: Moraes et al. (2013) — adaptado.

A otimizacdo do método para analise de HgT em leite humano e bandas proteicas, bem

como sua validacéo estdo descritos no Apéndice C deste trabalho.

45.3.1. Preparo da Curva Analitica
Para determinacdo do HQT por espectrometro de absorcdo atbmica em forno de grafite
(GFAAS), foi construida curva analitica no intervalo de concentracéo 0,25 — 1,50 ug L™. Para o
preparo desta curva utilizou-se solugdo padrdo de 10 pug L™ de Hg, obtida por diluicdo de solucéo
padrdo de 1.000 mg L™. Para a obtencdo dos padrdes de mercurio, aliquotas de 2,5, 5, 10 e 15
mL, da solugdo padrio contendo 10 pug L™ de mercirio foram diluidas para 50 mL em baldo

volumétrico a fim de se obter o intervalo de concentracdo da curva analitica.
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4.6. FRACIONAMENTO DE PROTEINAS
4.6.1. Extracdo de proteinas
As amostras de leite materno das 9 lactantes foram descongeladas a temperatura ambiente
e a fracdo lipidica foi separada da proteica por meio de centrifugacdo em uma ultracentrifuga
refrigerada, a 14.000 rpm por 30 min (LONNERDAL & FORSUM, 1985 — adaptado). Os
extratos proteicos obtidos foram utilizados na quantificacdo da concentracdo de proteina total e

posteriormente, nas corridas eletroforéticas.

4.6.2. Determinacédo de proteinas totais

Para obter-se o volume exato de extrato proteico a ser aplicado no gel de poliacrilamida
faz-se necessario determinar a concentracdo de proteinas totais presente no extrato. Para tanto, a
concentracdo de proteinas totais nas amostras de leite materno foi determinada de acordo com o
método de Biureto, empregando albumina de soro bovino como padrdo (BARNES, et al., 1985),
método recomendado para quantificacdo de proteinas em leite (ZAIA et al, 1998). A curva de
calibracdo foi construida com concentraces de 10 a 100 g L™ a partir de solucdo estoque de
albumina bovina (100 g L™). Para a quantificacdo, em cubetas de plastico um total de 50uL de
amostra/padrdo foi misturado a 2,5 mL do reativo de Biureto, a mistura foi mantida banho-maria
a 32 °C por 10 min. Ap6s 5 minutos em temperatura ambiente, as leituras foram feitas em 545

nm, usando espectrofotdmetro UV/Visivel.

4.6.3. Separacao eletroforética por SDS-PAGE

O procedimento de eletroforese, dodecilsulfato de s6dio (SDS) de poliacrilamida (PAGE),
foi feito objetivando o fracionamento das proteinas de acordo com suas massas molares em gel de
poliacrilamida. A separacdo eletroforética foi feita utilizando um mini sistema de eletroforese
vertical (Hoefer miniVE, GE, USA), com sistema descontinuo, onde sdo utilizados dois géis de
diferentes concentracdes, o gel de empilhamento (4-5%) e o gel de separacdo (12,5%)
(RAIMONDO et al., 2013).

O gel de separacao (12,5%) foi preparado com 1,26 g de Acrilamida e 36,6 mg de N, N’-
metilenobisacrilamida em 1 mL de Tris-HCI pH 8,8, 100 pL de SDS 10% (m/v), 4,6 mL de &gua
ultrapura, 68 pL persulfato de amdnio 10% (m/v) e 9 uL de TEMED e em seguida 0 mesmo foi

aplicado na placa. Para o nivelamento do gel foram utilizados, cerca de 100 pL de isopropanol.
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Apos completa polimerizagdo do gel de corrida o excesso de isopropanol foi retirado e aplicou-se
0 gel de empilhamento (4 a 5%), o qual foi preparado com 510 mg de Acrilamida, 13,6 mg de N,
N’-metilenobisacrilamida em 1 mL de Tris-HCI, pH 8,8, 100 pL de SDS 10% (m/v), 7,6 mL de
agua ultrapura, 68 pL de persulfato de amoénio 10% (m/v) e 11 uL de TEMED.

Apbs completa montagem do sistema de eletroforese (Figura 6), o tampdo de corrida foi
aplicado na parte inferior e superior do sistema para permitir a passagem da correte elétrica,
fazendo com que as proteinas migassem no gel. Sendo este tampédo composto por 3,03 g de Tris-

hidroximetil amino metano, 14,41 g de glicinae 1 g de SDS em 100 mL de &gua ultrapura.

Figura 6 — Sistema de eletroforese — SDS-PAGE.
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Fonte: Biyokure (2014) — Adaptado.

Antes da aplicacdo das amostras no gel de poliacrilamida faz-se necessario a desnaturagédo
das proteinas (DUNBAR, 1987), para tanto dodecilsulfato de sédio foi escolhido como agente
desnaturante. O ditiotreitol (DTT) foi utilizado como agente redutor, protegendo possiveis grupos
tiois durante o processo de fracionamento (BRECHT et al., 2003). Cada extrato foi diluido em
um tampdao composto por 2,8 mg de DTT em 1 mL de solu¢do tamp&o composta por 6,6 mL de
Tris-HCI 1 mol.L™*(pH 6,8), 5 mL de glicerol a 50% (v/v), 2 mL de SDS a 10% (m/v), 1 mL de

azul de bromofenol a 1% (m/v) e 1,4 mL de agua ultrapura, , de forma a obter 6 pg pL™ de
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proteina total. Essa mistura foi homogeneizada com o auxilio de agitador por efeito Vortex. Apos
diluicdo, 10 pL de extrato foram aplicados em gel de poliacrilamida, pré-fabricado. Aplicou-se
também 10 puL o padrio de massa molar B-fosforilase (97,0 kDa), albumina (66,0 kDa),
ovalbumina (45,0 kDa), anidrase carbbnica (30,0 kDa), inibidor de tripsina (20,1 kDa) e-
lactoalbumina (14,4 kDa) - 0,5% (m/v). Aplicadas as amostras, a separacdo eletroforética foi

realizada seguindo a programacao descrita na Tabela 6.

Tabela 6 — Programacdo da SDS-PAGE para separagao das proteinas.

Tensao Corrente elétrica .
Etapa Tempo (min
p V) (MA) po (min)
12 80 200 15
22 160 200 79

Apos o término da separacédo eletroforética, os géis foram corados durante 4 horas, sob
agitacdo moderada, utilizando solu¢do de Comassie Blue R-250 em 45% (v/v) de metanol, 10%
(v/v) de &cido acetico glacial e 45% de agua ultrapura. Posteriormente, os geis foram descorados
em solucédo descorante composta por 10% de metanol, 10% de &cido acético glacial e 80% de
agua deionizada até obter-se um fundo claro. Em seguida os géis foram digitalizados utilizando
Scanner para gel ImageScanner IlI.

As separacOes de proteinas por eletroforese SDS-PAGE foram feitas em trés repeticdes,
sendo que cada corrida continha dois géis (G1 e G2). No primeiro gel (G1), foram aplicadas 5

amostras e no segundo gel 4 amostras, de acordo com a Tabela 7.

Tabela 7 — Amostras aplicadas nos géis de poliacrilamida para corridas eletroforética.

Géis Amostras aplicadas
G1 1,2,3,4e5
G2 6,7,8e9

4.6.4. Tratamento de imagens

Ap0s escaneamento, 0s géis foram processados por analise de imagens (Image Analysis
software, ImageQuant™ TL, Verséo 8.1, GE Healthcare Life Sciencis, EUA), para quantificacdo
da densidade dptica de cada fracdo proteica (bandas proteicas) obtida. Com base em 100% da
densidade éptica do total da corrida, foi calculado o resultado da percentagem de cada banda
proteica, tendo-se descontado o background (fundo sem coloragdo) na coluna. Na identificacéo

da massa molecular das bandas proteicas foi utilizado o marcador de massa molecular conhecido
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(GE Healthcare Life Sciences, UK) com 6 bandas de variagéo, entre 14,4 e 97 kDa. As bandas
identificadas foram recortadas para determinacao de concentracdes de HgQT por GFAAS.

4.6.4.1. Estimativa da Mobilidade Relativa (Rf) e Massa Molecular
Para estimar a massa molecular construiu-se uma curva de calibracdo do log da massa
molecular do marcador, de massa molar conhecida, em fungdo da mobilidade relativa (Rf)
(BRACHT et al., 2003; KIM et al., 2005). O Rf do padréo proteico foi determinado pela seguinte
equacdo (Equacao 3):

Distancia de migragdo do padrao proteico

(3)

~ Distancia de migracdo do azul de bromofenol

4.7. ANALISES ESTATISTICAS

Os testes estatisticos se dividem em paramétricos e ndo paramétricos. Os testes
parameétricos exigem que os dados analisados tenham uma distribuicdo normal, tendo em vista
que utilizam parédmetros da distribuicdo, ou sua estimativa, para realizacdo dos calculos
estatisticos. Em contrapartida, os testes ndo paramétricos ndo exigem a normalidade dos dados,
ists porque utilizam postos atribuidos aos dados ordenados para realizacdo dos calculos (REIS &
RIBEIRO JUNIOR, 2007).

Dessa forma, para os dados deste estudo foi realizado teste Shapiro-Wilks no intuito de
verificar sua normalidade, sendo o valor a adotado para o nivel de significancia foi de 0,05 (5%).
Considerando que quanto menor o valor de p, menor a consisténcia entre os dados e a hipotese
nula (Ho), a qual infere pela normalidade dos dados (LOPES et al., 2013).

Os dados de HgT no cabelo (ug g), HgT no leite (ug L™?), idade das lactantes, tempo de
lactacdo (dias) e concentracdo de proteinas totais em leite (g L™) apresentaram distribuicéo
normal (p > 0,05). Contudo, os dados de frequéncia de consumo de peixes ndo apresentaram
distribuicdo normal (p < 0,05), assim como os dados obtidos por meio do fracionamento de
proteinas, (intensidade da banda, Rf, massa molar (kDa), massa de proteina (1g) e concentragdo
de HgT nas bandas). Dessa forma, devido heterogeneidade de algumas variaveis e a diferenca de

unidades, optou-se pela utilizacdo de testes estatisticos ndo paramétricos.
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O teste ndo paramétrico de correlacdo de Speraman, o qual avalia a relacdo entre duas
variaveis sem fazer suposic6es sobre distribuicdo e frequéncia, foi utilizado no intuito de avaliar a
correlacdo entre as variaveis: concentracbes de HgT no cabelo vs frequéncia do consumo de
peixe, concentragdes de HgT no cabelo vs idade das lactantes, concentragdes de HgT no cabelo vs
concentracdes de HgT no leite, concentracbes de HQT no leite vs tempo de lactacéo,
concentracdes de proteinas totais vs tempo de lactacdo, concentracdo de HgT nas bandas vs massa
de proteina, e concentracdo de HgT nas bandas vs massa molar; sendo o nivel de significancia
fixado em p <0,05.

O teste ndo paramétrico Mann-Whitney é utilizado para verificar a igualdade entre as
medianas de duas populagdes continuas e independentes, sendo que as duas amostras comparadas
ndo precisam, necessariamente, apresentar a mesma dimensdo. Trata-se de um teste néo
paramétrico equivalente a ANOVA (BIANCONI et al.,, 2008). Dessa forma, este teste foi
utilizado para verificar a igualdade/repetibilidade dos géis nas diferentes corridas. Para tanto,
foram comparados os valores de volume, massa molar a Rf das bandas entre as 3 corridas para 0s
2 geis (G1 e G2). O nivel de significancia adotado para esta analise foi de 5% (p < 0,05).

Todas as analises estatisticas foram realizadas utilizando o Software Statistica Trial
Version 10.

5. RESULTADOS E DISCUSSOES
5.1. CARACTERIZACAO DA POPULACAO

Em funcdo do nimero de mulheres lactantes residentes nas comunidades estudadas, nos
periodos de amostragem, e pelo estudo depender do voluntariado das mesmas, a populacédo
amostral deste estudo foi composta por 9 mulheres, com idade média de 28 + 8 anos, variando
entre 17 e 39 anos. O tempo de lactacdo variou entre 20 e 70 dias, com média de 42 + 20 dias.
Apenas 33% das participantes declararam estar trabalhando, 56% se autodefiniram como donas
de casa, 1 participante declarou ainda ser estudante e apenas 1 declarou ter vivido e/ou trabalhado
em regibes de garimpo na bacia do rio Madeira, apesar de ninguém declarar ter tido atividades
garimpeiras ao longo do ultimo ano.

No que se refere ao grau de instrugéo, apenas 1 participante declarou ter ensino superior
completo, 22% finalizaram o ensino médio e 66% possuiam apenas ensino fundamental completo

ou incompleto.
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Nenhuma das participantes declarou fazer uso de cigarro e apenas 22% consomem algum
tipo de bebida alcoolica em ocasifes especiais.

5.1.1. Habito alimentar

Diversos estudos tém mostrado que parte expressiva das exposi¢cdes ambientais ao Hg na
Amazonia se da por via alimentar (SOUZA et al., 2000; ZHANG & WONG, 2007), isso devido a
maior concentracdo de mercudrio nos recursos pesqueiros. Assim, torna-se importante examinar o
perfil alimentar da populacdo em estudo, a fim de documentar a importancia desta via de
exposicao.

Utilizando questionarios de frequéncia alimentar, realizou-se o inquérito recordatorio do
consumo de diversos alimentos ao longo dos 7 dias anteriores ao momento da entrevista, além de
perguntas abertas sobre quais fontes de proteina animal as participantes mais baseiam sua
alimentacdo. Com base nessa metodologia, e principalmente neste ultimo pardmetro de fontes de
proteina animal, observou-se que a maioria das participantes tem na carne bovina sua principal
fonte de proteina (6 participantes), seguida de frango (2 participantes), e somente 1 participante
declarou ter peixe como principal fonte de proteina animal.

Ao considerar a frequéncia do consumo de carne de gado, frango e peixe ao longo dos 7
dias anteriores ao inquérito, tem-se que a carne de gado como a mais consumida (73% das
refei¢bes), seguida da carne de peixe (21% das refeicGes) e de frango (apenas 6% das refeicdes),
conforme ilustrado na figura a seguir (Figura 7).

O Programa de Monitoramento Hidrobiogeoquimico da UHE Jirau, o qual faz o
acompanhamento e monitoramento dos niveis de concentracdo de Hg em bioindicadores de
exposi¢cdo humana, assim como seus determinantes alimentares, sociodemograficos e ambientais,
na area de influéncia da Usina Hidrelétrica Jirau, compreendendo as comunidades de Nova
Mutum, Vila Jirau, Abund e Fortaleza do Abuna, relata comportamento semelhante ao perfil
alimentar da populacdo amostral deste trabalho, indicando que, apesar de relativamente pequeno,
0 grupo amostral do trabalho aqui exposto representa a populacdo da area de estudo (ESBR,
2015).
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Figura 7 — Frequéncia no consumo de carne de gado, frango e peixe, pelas participantes nos ultimos 7
dias a entrevista.
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Segundo dados do estudo de salde humana do Programa de Monitoramento
Hidrobiogeoquimico da UHE Jirau, na fase enchimento do empreendimento (periodo de outubro
de 2012 a maio de 2014), a maioria das pessoas tem a carne bovina como sua principal fonte de
proteina animal (459 pessoas, 65,1%), seguida de frango (122 pessoas, 17,3%), e somente 60

pessoas (8,5%) declararam ter consumido algum tipo de peixe (ESBR, 2015).

5.2. EXPOSIGAO AO MERCURIO
5.2.1. Mercurio total no cabelo
A Figura 8 apresenta a distribuicdo das concentracdes de HgT determinados nas amostras
de cabelo das participantes. As concentracfes de HgT no cabelo (Tabela 8) apresentaram média
de 3,05 + 1,02, variando entre 1,51 e 4,43 pg g, sendo inferior ao limite preconizado pela
Organizacdo Mundial da Saude, de 14 pg de Hg por grama de cabelo como indicadora de

possiveis efeitos neurotoxicos que poderiam ser esperados na populagdo (FAO/WHO, 2004).
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Figura 8 — Distribuicio das concentracdes de HgT (ug g™) em amostras de cabelo de lactantes residentes
em comunidades do alto rio Madeira, Rondonia.
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Tabela 8 — Concentracdo de HgT (g g™*) em amostras de cabelo de lactantes residentes em comunidades

do alto rio Madeira, Rondonia.

Comunidades Lactante HgT (ug g?)
Abuna 1 4,03
Abuna 2 *
Abuna 3 3,77

Vila Jirau 4 2,25
Abuna 5 2,32
Fortaleza do Abuna 6 4,43
Fortaleza do Abuna 7 1,51
Nova Mutum Parana 8 2,58
Vila Jirau 9 3,47

*Nao foi possivel quantificar.

Pesquisas na Amazdnia apontam para elevadas concentracbes de Hg nos peixes

piscivoros, sendo observados valores médios de 0,669 mg kg™, e como consequéncia também

elevadas concentracdes de Hg em amostras de cabelo da populacdo ribeirinha da Amazénia

(média de 19,1 pg g™) em cuja alimentagdo o consumo do peixe é predominante (SOUZA et al.,

2000). Neste contexto, por meio de analise ndo parametrica de correlagdo (Spearman), buscou-se

avaliar a relagdo entre as concentragdes de HgT em cabelo e o consumo de peixe pelas lactantes.

Apesar de ser observada correlagdo positiva entre o consumo de peixe e as concentracfes de HgT

em cabelo (r = 0,48) (Figura 9), a mesma ndo se mostrou significativa (p = 0,18). Também néo
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foi observada correlagdo significativa entre as concentragfes de HgT no cabelo e a idade das
lactantes por meio da analise de correlacdo ndo-paramétrica de Spearman (r = 0,19, p =0,61),

resultados estes, possivelmente, decorrentes do baixo nimero amostral deste estudo.

Figura 9 — Correlacio entre as concentracdes de HgT (ug g™) em cabelo humano e a frequéncia de
consumo de peixe (Spearman, p <0,18).
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No geral, as concentragdes sdo muito semelhantes as relatadas nos estudos de salde
humana do Programa de Monitoramento Hidrobiogeoquimico de Mercurio da UHE Jirau, onde
variaram entre 0,1 e 18,5, com média 3,2 + 1,8 ug g (ESBR, 2015). Contudo, a média de HgT
no cabelo das lactantes aqui analisados foram mais baixas que valores documentados para
comunidades da regido amazonica. Pinheiro et al., (2005) reportou concentracdes de 8,3 a 9,4 ug
g™’ no rio Tapajés. Barbosa et al. (1997) determinou concentragdes de HgT em amostra de
lactantes residentes as margens do rio Madeira, observando concentracdo média de 14,3 pg g™

Boischio e Barbosa (1993) investigaram 150 familias ao longo de 170 km do rio Madeira,
a jusante de Porto Velho, sendo amostrado cabelo de 311 individuos, e os resultados mostraram
que 70,4% dos individuos (n=219) apresentaram valores menores que 15 pg g™, enquanto que
27% dos individuos (n=84) na faixa de 15a 50 pg g™ e 2,6% dos individuos (n=8) valores acima
de 50 pg g™. Boischio e colaboradores (2000) avaliaram também o nivel de Hg em uma familia

residente as margens do alto rio Madeira e encontraram elevadas concentragdes, com picos de até
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339 ppb. Faial e colaboradores (2014) analisaram as concentrages de Hg em amostras de cabelo
de 141 voluntarios da comunidade Barreiras, ribeirinhos do rio Tapajés, onde os resultados
mostraram uma variacéo de 2,07 a 24,93 para os homens e de 4,84 a 27,02 pg g™ para mulheres.
Ao analisar as concentraces de mercurio total nas amostras de cabelo das lactantes
participantes deste estudo, observam-se valores abaixo das médias gerais observadas em varias
regibes da AmazOnia, provavelmente por se tratar de um grupo que tem vivido dividida entre a
Amazonia dos Rios (ribeirinha) e a Amazonia das Estradas, assim como retratado no estudo de
salde humana do Programa de Monitoramento Hidrobiogeoquimico da UHE Jirau. Considerando
que as participantes ndo tém atividades em areas de garimpo de ouro e, por conseguinte, sua
principal fonte de exposicdo ao Hg se da por via alimentar, as baixas podem ser decorrentes do

baixo consumo de peixe.

5.2.2. Mercurio total no leite materno
As concentracdes de HgT determinadas no leite materno (Tabela 9) apresentaram média
de 5,85 + 1,20 pg L™, variando entre 3,70 e 7,40 pg L™. A Figura 10 apresenta a distribuicéo das

concentracdes de HgT determinados nas amostras de leite das participantes.

Tabela 9 — Concentracdes de HgT (ug L™) em amostras de leite materno de lactantes residentes em
comunidades do alto rio Madeira, Rondonia.

Comunidades Lactantes HgT (ug L-1)
Abuna 1 4,60 + 0,09
Abund 2 3,70+ 0,03
Abund 3 7,10 £ 0,04

Vila Jirau 4 5,51+ 0,08
Abund 5 7,40+0,01
Fortaleza do Abuna 6 6,71+0,03
Fortaleza do Abuna 7 6,44 + 0,03
Nova Mutum Parana 8 5,66 + 0,02
Vila Jirau 9 5,51+0,01

A analise ndo-paramétrica de correlacdo de Spearman foi aplicada no intuito de avaliar a
relagdo entre as concentragdes HgT em amostra de leite e as concentragdes de HgT em amostras
de cabelo e o periodo de lactacdo. Apesar da literatura indicar que as concentragfes no leite
materno sdo sensiveis & exposicdo materna (DOREA e DONANGELO, 2006; VIERIA et al.,
2013), nédo se observou correlacdo significativa das concentragdes de HgT no leite com o HgT no
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cabelo (r = -0,06, p = 0,89). O periodo de lactacdo também ndo se correlacionou com as
concentracdes de HgT encontradas nas amostras de leite (r = 0,14, p = 0,65). Resultados estes,

possivelmente, decorrem da reduzida populagcdo amostral deste estudo.

Figura 10 — Distribuicdo das concentracdes de HgT (ug L™) em amostras de leite materno de lactantes
residentes em comunidades do alto rio Madeira, Rondoénia.
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A Organizacdo Mundial da Salde estabelece concentragdes méaximas de metais em
alimentos, sendo considerado o limite de ingestdo toleravel (PTWI) de 5 png/kg peso
corporeo/semana, ou 0,71 pg/kg peso corporeo /dia de HgT (FAO/WHO, 2010). Para avaliar 0s
riscos da exposicdo ao Hg pelo consumo de leite € necessario ter conhecimento da concentragédo
de HgT no leite, do consumo do leite pelo bebé e de seu peso corpéreo (JARDIM e CALDAS,
2009).

Tendo em vista que dados de peso e volume de leite consumido pelos bebés ndo foram
coletados, optou-se por utilizar dados indicados por Da Costa e colaboradores (2005), ou seja,
peso corpdreo médio de 4 kg e o volume médio consumido de 150 g de leite humano / kg de peso
corporeo. Dessa forma, tem-se que a concentracdo maxima de HgT no leite deve ser igual ou
inferior a 4,73 pg L™ para que ndo ultrapasse o PTWI (FAO/WHO, 2010). Portanto,
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aproximadamente 89% das amostras de leite ultrapassam o PTWI, 0 que pode representar risco
de exposicédo dos bebés pelo consumo de leite das lactantes participantes deste estudo.

Entretanto, as comparacdes de exposi¢do frente ao PTWI devem ser consideradas com
restricdes devido ao pequeno grupo amostral e a falta de informacGes descritivas sobre consumo
do leite e o peso corpdéreo dos individuos alimentados pelas lactantes das comunidades
tradicionais do alto rio Madeira. Além disso, as concentracdes de mercirio no leite materno
encontradas nesta populacdo estdo condizentes com os resultados relatados na literatura cientifica
para a regido Amazonica.

Barbosa e Dorea (1998) avaliaram a contaminacao por Hg em 47 lactantes ao longo do rio
Madeira, observando concentracdes em leite materno de 0 a 24,8 pg kg™. Mais recentemente,
Vieira et al. (2013), investigaram fontes de exposi¢do ao Hg em dois grupos, um urbano e outro
rural, residentes na regido do rio Madeira. Foram coletadas amostras de leite de 75 lactantes na
area urbana e 82 na area rural, e os resultados mostraram concentracdo média mais baixa das
lactantes urbanas (0,36 pg kg™), entre 0,09 e 3,74 pg kg™, quando comparadas as rurais (2,30 pug
kg™), entre 0,12 e 6,48 ug kg, sendo os menores valores justificados pelo baixo consumo de
peixe das lactantes urbanas.

Fato é que a presenca de Hg em leite materno é um fator de risco importante para
possiveis efeitos neurolégicos em criancas, contudo a amamentacdo € essencial no
desenvolvimento neuroldgico do recém-nascido. Estudos tem mostrado que o0s niveis de
exposi¢do da crianca estdo mais relacionados com as concentracfes de mercurio encontradas em
amostras de cabelo das mades, que com as concentracfes no leite (SYVERSEN et al. 2012).
Devido ao baixo consumo de peixe pelas lactantes do presente estudo, as amostras de cabelo
apresentaram concentragdes abaixo do limite preconizado pela WHO e abaixo da média da regido
Amazodnica, 0 que talvez possa sugerir baixa exposi¢do das criangas também. Contudo, seria
necessario a determinacao de HgT nas criancgas para que se tivessem maiores conclusdes.

Além disso, a exposicdo ao Hg poder ocorrer a partir de outras fontes, como por meio de
vacinas, por exemplo, que fazem uso de Timerosal (DOREA et al., 2011; VIEIRA et al., 2013).
Dessa forma, ao estudar a exposicdo de criancas ao Hg e seus efeitos neurolégicos é preciso
considerar as mais diversas fontes deste metal, além da possibilidade de contaminac&o por outros
metais neurotdxicos aos quais a mae possa ser exposta, como o chumbo (Pb), por exemplo

(DOREA, 2004). Em suma, a contaminacio por Hg é um fato na regido amazonica, e criancas
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sdo mais vulneréaveis aos efeitos neurotdxicos deste metal, 0 que as torna um grupo de risco que

merece a devida atengdo em programas de biomonitoramento.

5.3. FRACIONAMENTO DE PROTEINAS

5.3.1. Determinacao de proteinas totais

A quantificacdo da concentracdo total de proteinas nos extratos proteicos provenientes da
centrifugacdo das amostras de leite materno possibilita calcular a massa proteica a ser aplicada no
gel de poliacrilamida, levando em consideracdo a concentracdo do gel (12,5%).

A concentracdo total de proteina nos extratos proteicos (Tabela 10) para as 9 amostras
apresentaram média de 15,18 + 2,00 g L™, variando entre 12,17 e 18,39 g L. As amostras de
leite deste estudo foram coletadas das lactantes entre 20 e 70 dias de lactacdo, periodo este

classificado como leite maduro, de acordo com Ballard et al. (2013).

Tabela 10 — Concentracdo total de proteinas em extratos de leite materno de lactantes residentes em
comunidades do alto rio Madeira, Rondénia.

Comunidades Lactantes Concentragéo de proteina (g L™)

Abuna 1 12,49 + 0,57
Abuna 2 15,58 + 1,54
Abuna 3 16,70 + 3,45

Vila Jirau 4 16,72 + 3,90
Abuna 5 15,10 + 4,45
Fortaleza do Abuna 6 14,98 + 1,96
Fortaleza do Abuna 7 14,49 + 0,84
Nova Mutum Parana 8 18,39+ 2,44
Vila Jirau 9 12,17 + 0,08

Laurindo et al. (1992), revisou estudos na area e definiu concentraces médias de
proteinas nos diferentes periodos de lactacdo, sendo no colostro de 12 g L™, no leite de transicéo
15g L™, e no leite maduro, 5,5 g L™. Pozzi (2013), determinou a concentragdo de proteinas de 5
lactantes da area de abrangéncia do Centro Policlinica Central (CSI) de Botucatu-SP e relatou as
concentracdes médias de protefnas no leite materno maduro de 18,69 g L™. Ballard et al. (2013),
estudaram a composicdo de macronuritentes em leite maduro, de acordo com literatura
especializada, estimando a concentracdo de 9 a 12 g L™ de proteina nesta fase de lactacdo. As
concentragdes medias de proteinas nas amostras desse estudo estdo de acordo com a literatura

cientifica, entretanto a analise ndo-paramétrica de correlacdo (Spearman) ndo indicou correlacéo
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significativa entre a concentragdo de proteinas e o tempo de lactacdo (r = -0,31, p = 0,40),
possivelmente por se tratarem de lactantes diferentes e devido a composicdo do leite, que pode

variar em cada mae, associado ao fato da reduzida populacdo amostral deste estudo.

5.3.2. Separacdo eletroforética

No preparo das amostras para a separacdo por SDS-PAGE séo utilizadas varias técnicas
na obtencdo do extrato proteico, alguns autores utilizam processos de precipitacdo de proteinas a
fim de obter apenas aquelas de maior ou menor massa molar e eliminar possiveis interferentes
das corridas, como o caso da precipitagdo com acetona (LIMA et al., 2010; MORAES et al.,
2014). Entretanto, neste trabalho optou-se por ndo fazer nenhum tipo de precipitacdo, sendo o
extrato proteico obtido por meio de centrifugacdo, seguindo protocolo descrito por Lonnerdal e
Forsum (1985 — adaptado).

Estudos prévios foram executados para determinacdo da concentracdo de proteina total a
ser aplicada em gel de poliacrilamida visando obter a melhor separacdo eletroforética das
proteinas. Assim, a melhor condicdo de separacdo foi observada quando aplicado 60 pg de
proteina total em gel de poliacrilamida, sendo essa concentracdo adotada para este estudo. Dessa
foram, a diluicdo das amostras foi feita de forma que a concentracéo de proteinas totais resultante
fosse a mesma para todas, de 60 pg proteina total.

Os géis obtidos nas corridas eletroforética (3 corridas) foram utilizados no mapeamento
de Hg nas bandas proteicas. As imagens dos géis para as condi¢Ges otimizadas sdo mostradas na
Figura 11.

O corante azul brilhante de coomassie (R-250) € utilizado para possibilitar a identificacéo
das bandas proteicas. Quando adicionado no gel juntamente a amostra, o corante forma um
complexo ao interagir com as cadeias laterais basicas e aromaticas das proteinas, por meio dessa
interacdo ocorre o deslocamento do equilibrio do corante para sua forma anidnica que absorve
fortemente em 595 nm (ZAIA et al, 1998). Antes do processo de deteccdo e selecdo das bandas
proteicas nos geéis, fez-se necessaria a remocdo deste corante por meio de uma solucéo
descorante. Dessa forma, elimina-se o excesso de corante contribuindo para a diminui¢cdo do
fundo (background). A alta densidade de fundo e a incerteza na delimitagdo das bandas (ou spots,
no caso da 2D-PAGE) poderia dificultar as analises das imagens levando a resultados
equivocados (CLUTER et al., 2003; WRIGHT et al., 2012).



69

Figura 11 — Géis de poliacrilaminda 12,5% (m/v) obtidos por SDS-PAGE para amostras de leite de
lactantes residentes em comunidades do alto rio Madeira, Rond6nia, nas condigdes otimizadas para a
massa de proteinas aplicada.
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Na estimativa da massa molecular construiram-se curvas de calibracdo para cada corrida.
As curvas obtidas na primeira corrida para os géis 1 e 2 estdo apresentadas na Figura 12. A
distancia relativa de migracdo (Rf) das proteinas nos geéis, ou seja, 0 movimento das mesmas
através do gel (BRACHT et al., 2003), foi semelhante para as diferentes amostras e corridas. O
Rf médio de inicio foi 0,018 + 0,009 e mediana 0,017, variando entre 0,008 e 0,036, e do fim da
migracdo 0,955 + 0,022 e mediana 0,949, variando entre 0,914 e 0,987.

O teste ndo paramétrico Mann-Whitney foi realizado com a finalidade de verificar a
existéncia de diferencas entre as 3 repeticGes dos géis 1 e 2, sendo o valor de alfa adotado para o
nivel de significancia de 0,05 (5%). Neste caso, ndo se observou diferenca significativa entre as
repeticdes (p > 0,5) dos dois géis, aceitando-se a hipotese nula, onde se infere pela semelhanca
entre as repeticbes nas variaveis consideradas (volume, massa molar e Rf de cada banda),

indicando boa repetibilidade das corridas.
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Figura 12 — Curvas de calibracdo da proteina em fungdo da distancia de migracao.
(@) gel 1; (b) gel 2.
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As amostras apresentaram grande diversidade de bandas proteicas, em media 35,78 + 4,56
bandas por amostra, variando entre 24 e 40 bandas, sendo observado a maior intensidade de
proteinas em 3 regides distintas dos géis, a primeira com massa molar entre 14,40 e 15,00 KDa
(em média 15% das proteinas no gel), a segunda entre 22,02 a 28,47 kDa (em media 19% das
proteinas no gel) e a terceira entre 84,43 a 92,08 kDa (em media 15% das proteinas no gel),

conforme observado nas Figuras 13, 14 e 15.

Figura 13 — Deteccdo das bandas proteicas em géis de poliacrilaminda 12,5% (m/v) obtidos por SDS-

PAGE para amostras de leite de lactantes residentes em comunidades do alto rio Madeira, Rond6nia.
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Figura 14 — Eletroforetograma das proteinas de leite materno obtida em corrida de eletroforese em gel de
poliacrilamida (12%) (SDS-PAGE) — Gel 1.
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Figura 15 — Eletroforetograma das proteinas de leite materno obtida em corrida de eletroforese em gel de
poliacrilamida (12%) (SDS-PAGE) — Gel 2.
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5.3.3. Determinacdo de mercurio total nas bandas proteicas

Na Tabela 11 sdo apresentadas os valores de concentracdo de HgT determinados em cada
banda proteica, assim como suas respectivas massas de proteina, além das massas molares
determinadas utilizando-se o programa ImageQuant™ TL 8.1.

Das 164 bandas analisadas abaixo de 30 kDa, 77 apresentaram mercurio, com diferente
distribuicdo entre as amostras, sendo a concentragdo média de 1,18 + 2,43 e mediana 0,49 mg g™

variando entre 0,02 e 18,73 mg g™. Considerando as 3 regides distintas dos géis com maior
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concentracdo de proteinas, a primeira regido (14,40 a 15,00 KDa) apresentou concentracdo média
de 0,25 + 0,30 e mediana 0,10 mg g*, variando entre 0,02 e 0,98 mg g~, na segunda regi&o
(22,02 a 28,47 kDa) a concentracdo média foi 0,77 + 1,13 e mediana 0,44 mg g™, variando entre
0,04 e 4,12 mg g™ e na terceira regido (84,43 a 92,08 kDa) nao foi quantificado mercurio.

Tabela 11 — Concentracdo de HgT, massa molar e massa de proteinas das bandas proteicas obtidas por
SDS-PAGE.

Lactante Banda proteica Massa molar (kDa) Massa de proteina (ug)* Concentragdo de Hg (mg g™)**

1 13 13,79 0,32 6,88
1 14 14,64 37,71 0,06
1 15 15,86 6,44 0,37
1 16 16,52 1,97 1,34
1 17 17,86 2,57 0,68
1 19 19,03 3,85 0,77
1 20 20,55 10,16 0,13
1 32 32,11 41,27 0,09
2 14 14,35 33,96 0,07
2 15 15,91 2,34 0,74
2 17 17,64 1,69 0,97
2 19 19,59 3,53 1,24
2 22 22,05 6,68 0,47
2 24 24,89 6,48 0,63
3 13 13,61 0,22 2,87
3 14 14,36 42,74 0,02
3 15 15,69 9,07 0,20
3 16 16,65 1,46 1,57
3 17 17,71 1,51 1,28
3 18 18,81 2,63 0,67
3 20 20,38 1,63 1,14
3 23 23,80 8,90 0,18
3 331 33,56 2,74 0,16
3 33.2 22,08 5,12 0,35
4 15 15,69 9,52 0,11
4 16 16,36 2,20 0,28
4 17 17,81 3,45 0,06
5 14 14,49 21,27 0,05
5 19 19,74 0,92 2,03
5 33 33,42 3,81 0,15
6 13 13,78 0,49 4,22
6 14 14,58 31,51 0,09
6 15 15,87 4,39 0,59
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Tabela 12 — Concentracdo de HgT, massa molar e massa de proteinas das bandas proteicas obtidas por

SDS-PAGE — Continuagéo.

Lactante Banda proteica Massa molar (kDa) Massa de proteina (ug)* Concentragdo de Hg (mg g™)**
6 18 18,28 2,86 0,58
6 19 19,70 2,20 0,82
7 13 13,69 0,09 18,73
7 14 14,47 24,47 0,03
7 15 15,93 2,55 0,98
7 16 16,46 0,34 4,32
7 17 17,46 0,57 1,68
7 18.1 18,15 0,47 2,83
7 18.2 18,77 0,27 3,42
7 19 19,23 0,38 3,54
7 20 20,17 0,95 1,17
7 22 22,33 2,85 0,87
7 24 24,52 1,53 0,44
7 26 26,36 0,72 2,62
7 28 28,05 15,96 0,05
7 32 32,34 3,74 0,17
8 13 13,53 0,95 0,49
8 15 15,87 5,83 0,08
8 16 16,49 1,32 0,65
8 17.1 17,37 0,86 0,27
8 17.2 17,97 2,88 0,24
8 18 18,52 1,69 0,49
8 19 19,04 3,41 0,16
8 20 20,19 4,11 0,23
8 23 23,27 8,74 0,04
8 25 25,43 1,45 0,15
8 27 27,17 22,88 0,04
8 32 32,26 2,23 0,34
9 13 13,52 0,92 0,32
9 14 14,48 26,65 0,05
9 16 16,23 0,55 2,23
9 17 17,13 0,60 0,97
9 18 18,00 1,08 0,56
9 19.1 19,03 1,77 0,45
9 19.2 19,76 0,68 1,18
9 20 20,47 1,07 1,23
9 22 22,52 2,08 0,63
9 24 24,53 1,92 0,83
9 25 15,75 2,17 0,10
9 26 26,46 0,26 4,12
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Tabela 12 — Concentracdo de HgT, massa molar e massa de proteinas das bandas proteicas obtidas por
SDS-PAGE — Continuagéo.

Lactante Banda proteica Massa molar (kDa) Massa de proteina (ug)* Concentragdo de Hg (mg g™)**

9 28 28,20 9,38 0,09
9 30 30,82 1,47 0,74

*massa de proteina determinada utilizando o programa ImageQuant'™ TL 8.1.
**mg de mercurio por g de proteina da banda proteica.

A partir dos resultados apresentados na Tabela 12, observa-se que maior parte das bandas
com presenca de Hg, cerca de 72%, apresentaram concentracdes de HgT inferiores a 1,0 mg g™,
apenas 12% apresentaram concentracdes entre 1,0 e 2,0 mg g™, e 13% entre 2,1 e 49 mg g™
Somente duas bandas apresentaram valores acima de 4 mg g™, sendo estas com massa molar
abaixo de 15 kDa (Figura 16).

Figura 16 — Distribuicdo das concentracdes de HgT (mg g™*) nas bandas proteinas obtidas por SDS-PAGE
para amostras de leite de lactantes residentes em comunidades do alto rio Madeira, Rondonia.
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Observa-se também, que maior parte do Hg esta ligada as proteinas de bandas proteicas
com massa molar menor que 20,1 kDa, representando cerca de 85% do HgT presente nas bandas.
Destes 85% de HgT, cerca de 48% esta em bandas com massa molar igual ou menor que 15 kDa

e 52% em bandas com massa molar entre 15,1 e 20,1 kDa (Figura 17). Apesar da maior porgéo
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de HQT estar na faixa de 15 a 20,1 kDa (52 de 85% do total de Hg), as maiores concentracfes séo
observadas nas bandas com massa molar menor que 15 kDa (Figura 17). Além disso, com
excecao da amostra 5, todas apresentaram Hg nas bandas de massa molar entre 14 e 15 kDa (14 >
15 kDa), sendo essa regido promissora para identificacdo possiveis biomarcadores de Hg, tendo
em vista a maior afinidade do mercurio por proteinas de baixa massa molar (YOSHIDA et al.,
1987).

Figura 17 — Distribuicdo das concentraces de Hg total (mg g™) em bandas proteinas obtidas por SDS-
PAGE para amostras de leite de lactantes residentes em comunidades do alto rio Madeira, Rondonia,
estratificadas por faixas de massa molar (< 15; < 15 < 20.1; >20.1; e < 30; > 30 kDa).
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O gréfico de dispersdo da concentracdo de HgT em funcdo da massa de proteina (Figura
18), indica que bandas com maior massa proteica possuem menor concentracdo de HgT, sendo
que a maior porcao (87%) das bandas que apresentaram Hg, possuem baixa massa de proteina,
entre 0,09 e 10 ug, representando cerca de 99% de todo o Hg presente nas bandas, apenas 3%
possuem massa entre 11 e 25 ug de proteina e 8% entre 26 e 45 ug de proteina, representando
juntas 1% do Hg presente nas bandas. O teste ndo paramétrico de correlagdo de Spearman foi
feito para avaliar a correlacéo entre as concentragdes de HgT nas bandas e as massas de proteinas

nas mesmas, sendo observado correlacdo fortemente negativa (r = -0,83; p = 0,0001), isso porque
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as concentracdes de mercurio foram obtidas considerando as massas de proteinas em cada bandas

analisada.

Figura 18 — Disperséo da concentracio de HgT (mg g™) em funcéo da massa de proteina (pg) das bandas
proteinas obtidas por SDS-PAGE para amostras de leite de lactantes residentes em comunidades do alto
rio Madeira, Rondonia.
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As maiores massas de proteina encontram-se em bandas no intervalo de 14 a 15 kDa,
seguido do intervalo de 22,02 a 28,5 kDa. Enquanto que as maiores concentracGes de HgT
encontram-se em bandas de massa molar menor que 15,5 kDa, seguido pelo intervalo de 16 a
20,1 kDa e de 26 a 27 kDa (Figura 19).

Apesar das tendéncias observadas, nao foi encontrada correlacdo significativa entre as
concentracdes de HgT e a massa molar (r = 0,05; p > 0,05). Entretanto, uma tendéncia bastante
relevante neste estudo, foi a presenca de elevadas concentracdes de HgT em bandas com massa
molar abaixo de 15 kDa, além da presenca deste metal nesta faixa molar para quase todas as
amostras, o que pode ser um forte indicativo da presenca de proteinas biomarcadoras de Hg,
corroborando com estudos que tém mostrado que o mercurio apresenta maior afinidade por
proteinas de baixa massa molar, como as metalotioneinas (abaixo de 10 kDa) (YOSHIDA et al.,
1987; YOSHIDA et al., 2002).
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Figura 19 — Dispersdo da concentracdo de HgT (mg g?) em funcéo da massa molar (kDa) das bandas
proteinas obtidas por SDS-PAGE para amostras de leite de lactantes residentes em comunidades do alto
rio Madeira, Rondonia.
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Devido a seu alto teor de cisteinas (aminoacidos que contém grupos sulfidrila, base mole),
as metalotioneinas (MTs) tem alta afinidade por ions metalicos, sejam eles essenciais, como
cobre e zinco, ou toxicos, como mercurio. A presenca desses metais no organismo pode induzir a
sintese dessa proteina, que atua como agente de desintoxicacdo (PEIXOTO et al., 2007; TANG et
al., 2015). Dessa forma, as MTs tém sido amplamente utilizadas como biomarcadores de
exposicdo a metais pesados (TANG et al., 2015).

Lu e colaboradores (2005) observaram que a concentracdo de metais pesados no
organismo esta correlacionada ao nivel de MT no sangue e na urina. Yoshida et al. (1987), em
estudo com cobaias gravidas, verificaram que o Hg® transferido pela placenta e oxidado no figado
do feto esta ligado a MTs. Em estudo mais recente, Yoshida e colaboradores (2002) observaram
que a presenca de MTs na placenta de ratas gravidas protege contra a transferéncia de Hg para o
feto, desempenhando papel defensivo contra a intoxicagéo por Hg.

No presente estudo, foi encontrado Hg, principalmente, em proteinas de baixa massa
molar (abaixo de 20,1 kDa), contudo, o padrdo utilizado ndo possibilitou a analise de proteinas

abaixo de 14,4 kDa, para possivel identificacdo de MTs. Além disso, até o presente momento,
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ndo foi feita a caracterizacdo das proteinas das bandas nas quais foi identificada a presenca de
Hg. Dessa forma, mais estudos devem ser conduzidos nesta linha, para que se tenha melhor
compreensdo sobre os mecanismos de transferéncia de mercudrio para recém-nascidos, tendo em
vista que criangas fazem parte de um grupo mais vulnerdvel no que se refere aos efeitos

neurotoxicos deste metal, merecendo maior atencdo em programas de biomonitoramento.

6. CONCLUSOES

As andlises utilizadas na determinacdo de HgT em cabelo, leite humano e bandas
proteicas se mostraram eficientes. O procedimento de digestdo &cida possibilitou completa
mineralizacdo das amostras de leite, bem como das bandas proteicas, permitindo a determinacao
de HgT nestas matrizes por GFAAS.

As concentragdo de HgT nas amostras de cabelo das 9 lactantes foram abaixo do limite
preconizado pela Organizacdo Mundial da Salde, bem como da média para a populacédo
amazonica, possivelmente devido ao baixo consumo de peixe pela populacdo. A ingestdo de Hg
pelo consumo de leite materno, considerado o peso corpéreo de 4 kg e o volume médio
consumido de 150 g de leite humano/kg de peso corporeo, foi acima do limite toleravel (PTWI)
para 8 das 9 amostras de leite analisadas, contudo, as concentra¢fes foram condizentes com 0s
resultados para regido amazodnica. Dessa forma, ao considerar os riscos e beneficios da
amamentacdo nestes casos, 0s beneficios superam a presenca de Hg.

Na etapa de fracionamento das proteinas do leite humano, foi necessaria a otimizacéo do
método. Para tanto, determinou-se a quantidade de massa de proteina a ser aplicada no gel, 60 ug
de proteina para cada amostra. Esta quantidade apresentou a melhor separacdo em comparacao
com as demais testadas para as amostras analisadas. No preparo das amostras verificou-se que a
melhor forma de obtencdo do extrato proteico se deu por meio de centrifugacéo.

Os géis obtidos apresentaram alta diversidade de bandas proteicas, em média 33 + 2,8
bandas por amostra, apresentando boa repetibilidade, testada por meio de analise ndo paramétrica
Mann-Whitney, onde se inferiu pela semelhanca entre as repeticdes dos géis. Além disso,
observou-se homogeneidade quanto a distribuicdo das proteinas nos géis possibilitando uma
delimitacdo das bandas de forma mais clara e concisa.

No mapeamento de HgT nas bandas proteicas obtidas pelo fracionamento de proteinas por

SDS-PAGE, observou-se que maior parte do mercirio e as maiores concentracbes se
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concentraram em proteinas de baixa massa molar, além de quase todas as amostras apresentarem
mercurio na regido entre 14 e 15 kDa. Estes resultados podem indicar que proteinas com menor
massa molar tém maior probabilidade de apresentarem mercurio. Assim, proteinas de baixa
massa molar sdo fortes candidatas a biomarcadoras de mercurio, contudo, mais estudos sdo

necessarios para que se tenham maiores conclusdes.
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APENDICES

APENDICE A - Termo de consentimento livre e esclarecido

Titulo do Projeto:  Programa de Monitoramento Hidrobiogeoquimico do
Mercurio (Hg) e de Riscos a Saide Humana.

Coordenadores : Prof. Dr. Luiz Fabricio Zara, Coordenador Geral
Prof. Dr. Carlos J.S. Passos, Coordenador de Saude Humana

Endereco dos pesquisadores responsaveis Centro de Informacg6es de Mutum
Faculdade UnB Planaltina Rua da Pista, 159

Universidade de Brasilia Tel: (69) 3237-3067

Area Universitaria 1, Vila N. Sra. de Fatima Ligacédo Gratuita: 0800 647 7747

73.300-0000, Planaltina - DF
Fones: 0xx61.3308.5185 / 1390
Fax: 0xx61.3389.2601 / 3466
Email: cjpassos@unb.br

Voluntario N°:

Termo de Consentimento Livre e Esclarecido

Vocé estéa sendo convidado(a) a participar de um programa ambiental de monitoramento
bioldgico, cujos detalhes sdo 0s seguintes:

1. A exposicdo (contato) de populacdes ribeirinhas ao mercurio (Hg) na regido amazonica,
principalmente vinda do consumo de peixes, ja é conhecida hd muitos anos. Além do Hg
utilizado nos garimpos de ouro e/ou presentes naturalmente nos solos da Amazonia, esta
substancia pode também se encontrar no meio ambiente de usinas hidrelétricas apds o
enchimento dos reservatorios. Assim, neste programa de monitoramento nos pretendemos
avaliar a quantidade de Hg em diversas partes do ambiente da regido da usina hidrelétrica,
e também em amostras de cabelo da populacéo local a fim de assegurarmo-nos que nao
havera problemas de salde humana devido a exposi¢do ao Hg.

2. Este programa envolve profissionais da empresa VENTURO CONSULTORIA
AMBIENTAL, visando a conducdo do Programa de Monitoramento Hidrobiogeoquimico
do Aproveitamento Hidrelétrico Jirau, sob coordenacdo geral do Prof. Dr. Luiz Fabricio
Zara, da Faculdade UnB Planaltina, Universidade de Brasilia.

3. Sua participacdo no programa se dara da seguinte maneira:

Sera coletada amostra de leite pela prépria em frascos de vidro fornecidos pelo
pesquisador, sendo eu a voluntéaria sera previamente instruida sobre como higienizar a mama
antes da coleta. As amostras serdo armazenadas em freezer doméstico em sua residéncia até a
data do recolhimento pelo pesquisador que as transferird para o Laboratério de analises, onde
permaneceram congeladas a -25°C até a analise.
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Também pedimos que vocé responda um questionario que abrange questdes sobre: perfil
socio-demogréfico, historia médica ambiental e ocupacional, morbidade referida, fatores de risco
de adoecimento, além de habitos sociais, culturais e alimentares.

Por fim, solicitamos que vocé se submeta a uma consulta com o profissional médico
integrante de nossa equipe a fim de que este possa avaliar seu estado geral de salde,
particularmente em relagdo a exposi¢do ao Hg.

4. As medidas dos niveis de concentracdo de elementos traco e mercurio serdo realizadas
pela Venturo Consultoria Ambiental, em parceria com o Instituto de Quimica de
Araraquara, Universidade do Estado de S&o Paulo - UNESP, coordenado pelo Prof. Dr.
Julio Cesar Rocha.

5. Os beneficios de sua participacdo neste programa serdo a obtencdo de informacdes sobre a
quantidade de substancias quimicas (metais) presentes no seu corpo, 0O acesso a um
profissional médico que lhe instruira sobre os resultados dos exames e avaliara seu estado
geral de saude com os devidos encaminhamentos, além de orientacdes gerais de outros
profissionais da equipe quanto a problematica geral da presenca de Hg no meio ambiente.

6. Assumimos que vocé compreende que os dados obtidos neste programa podem ser
publicados, a condi¢do que seu nome ou identificacdo ndo sejam revelados. Para manter a
confidencialidade de seus registros, nossa equipe mantera sua identidade em forma de
namero e seus dados serdo guardados dentro de envelopes, aos quais somente membros
da coordenacao terdo acesso.

7. Nossa equipe ndo prové qualquer remuneracdo por sua participacdo voluntaria no
programa. Quaisquer duavidas que vocé tiver em relacdo ao programa ou a sua
participacdo, antes ou depois do seu consentimento, serdo respondidas pela empresa
Venturo Consultoria Ambiental.

CONSENTIMENTO

Eu li as informacdes acima, recebi as explicacfes sobre a natureza, demanda, riscos e
beneficios do programa. Assumo conscientemente os riscos envolvidos e compreendo que
pOSSO retirar meu consentimento e interromper minha participacdo a qualquer momento, sem
penalidade ou perda de beneficio.

Eu, , 0 assinar o presente termo, estarei
consentindo a utilizacdo da amostra de cabelo para a analise de elementos traco (metais) e em
especifico mercurio, cujas informacdes sejam, confidencialmente, utilizadas para fins do
programa de monitoramento biolégico que me foi apresentado.

Assinatura do (a) voluntario (a)

Data: )




APENDICE B — Questionarios

Coleta de Dados Sociodemoqraficos

1. DatadacColeta: [/ [

2. ldade:

3. Data de Nascimento (Méae) _/ [
4. Data de Nascimento (Filho) _/ [/

5. Grau de instrucéo:

O Analfabeto O Fundamental incompleto
O Fundamental completo O 2° grau incompleto
O 2° grau completo O Superior incompleto

O Superior completo

6. Onde mora:

7. Trabalha? OSim O Néo
Tipo de atividade realizada?

8. Jéatrabalhou no garimpo de ouro?

O Sim O Nao

9. Consome bebida alcéolica?
O Sim O Nao

10. Fuma?

O Sim O Néo



Inquérito Alimentar Recordatorio

1) Quais desses alimentos vocé come com mais frequéncia?
O Gado OPeixe OPorco OFrango OTodos

2) Costuma comer peixe?
O Sempre OAlgumas vezes ORaramente ON@ao come

3) Quantas vezes durante a Ultima semana vocé se alimentou de peixe?
De maneira geral, qual porc¢édo de peixe vocé consome? g

Numero de refei¢bes para cada dia

Peixes Dial | Dia2 | Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6 | Dia7

Total

Aracu

Bagre

Barba chata

Barbado

Branquinha

Cara

Caratinga

Charuto / Flexeira

Curimata

Curvina

Dentudo / Cangoia

Dourada

Filhote

Jaraqui

Jatuarana

Jau

Mapara

Pacu

Pescada

Piau

Pintado

Piranha

Pirarucu

Sarda / Apapa

Sardinha

Surubim

Tambaqui

Traira

Tucunaré

Outros
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4) Quantas vezes vocé comeu carne durante a Gltima semana?
De maneira geral, qual porc¢éo de carne vocé consome? g

Carnes

Numero de refei¢bes para cada dia

Dia 1

Dia 2

Dia3 | Dia4 | Dia5 | Dia6

Dia 7

Total

Carne de gado

Charque (jabd)

Miudos de gado

Carne de frango

Ovos de galinha

Mildos de frango

Carne de porco

Middos de porco

Carne de caga

Jabuti

Jacaré

Paca

Porco do mato

Tatu

Veado

Outros, Qual (is)?
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APENDICE C — Otimizacio e validacio do método de quantificacido de mercurio em leite

materno

1. INTRODUCAO

Devido & sua toxicidade e capacidade de bioacumulacdo em varios organismos, a
identificacdo de Hg em diversas matrizes tem gerado grande interesse (BARALKIEWCZ et al.,
2005). Entretanto, a determinacdo desde metal em amostras bioldgicas, como leite humano, €
complexa devido a suas baixas concentra¢fes nestas matrizes (MORAES et al., 2013), 0 que tem
impulsionado o desenvolvimento de métodos sensiveis para sua determinacdo (BARALKIEWCZ
et al., 2005).

Vérias séo as técnicas utilizadas para determinacdo de Hg em amostras de leite humano
(Tabela 1), contudo, por se tratar de um método barato, simples e limpo, técnicas de
espectrometria atbmica tém tido grande destaque (MADDEN & FITZGERALD et al., 2009), como
espectrometria de absorcéo atbmica acoplada ao gerador de vapor frio (CVAAS) com um sistema
de injecdo em fluxo (FIMS) (VIEIRA, et al., 2013); e espectrometria de absor¢do atdmica com
forno de grafite (GFAAS) com mineralizacdo &cida da amostra em banho de ultrassom
(MORAES, et al., 2013).

Tabela 1 — Técnicas para determinacdo de mercudrio total em leite materno utilizadas em diferentes
estudos.

Quantidade de

Referéncia amostra (mL)

Técnica para determinacdo de mercurio total

Espectrometria de absor¢éo atdbmica acoplada ao gerador de
Vieira etal., 2013 10 vapor frio com um sistema de inje¢do em fluxo FIMS (CV-
AAS, Perkin-Elmer - FIMS 400, Ueberlingen, Alemanha).
Espectrometria de fluorescéncia atdmica em um sistema
Cunhaetal. 2013 2 10.023 Merlin PSA (PS analitico, Kemsig, Sevenoaks, Reino
Unido)
Espectrofotometria de absorc¢éo atémica acoplada ao gerador
Al-Saleh et al., 2013** 5-10 de vapor frio (VGA-77 da Varian Techtron Pty. Ltd.,
Australia)
Plasma acoplado a Espectrometro de Massa (usando um
Oriin et al., 2012 NI* instrumento Agilent 7500A) e CEM MARS 5 Microwave
digestdo.
Espectrofotometria de absorcéo atémica acoplada ao gerador
Goudarzi et al., 2012 25 de vapor frio (FIAS 4100, Perk in Elmer, Foster City, CA,
USA)
Behrooz et al., 2012 10-20 Espectrometria de absorgao atdmica
Yalgm et al., 2010 5-10 NI*
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Tabela 1 — Técnicas para determinacdo de mercurio total em leite materno utilizadas em diferentes
estudos — Continuacéo.

Quantidade de

amostra (mL) Técnica para determinacéo de mercurio total

Referéncia

Bose-O’Reilly et al., Espectrometria de absor¢do atémica acoplada ao gerador de

2008%* 10 vapor frio (CV-AAS)

Chien et al., 2006 50 HG-200, Hiranuma, Mito, Japan

Da Costa et al., 2005 6 Espectrqscopla de al_)sorgao at(_)mlca} acoplada ao gerador de
vapor frio com um sistema de injecdo em fluxo (FIMS)

Bjornberg et al., 2005 5 CVAFS (Merlin, PSA 10.003; OS Analytical Ltd.)

Drexler e Schaller, 1998 NI* E:Fp:gftfrrci)gnetrla de absorcdo atdbmica acoplada ao gerador de
Espectrometria de absor¢do atémica acoplada ao gerador de

Drasch et al., 1998 5 vapor frio (CV-AAS)

Barbosa e Dérea, 1998 NI* Espectrometria de absor¢do atémica acoplada ao gerador de

vapor frio (CV-AAS)

NI* — dado ndo informado.

Sobretudo, a determinacdo de Hg em leite humano é essencial na avaliacdo do impacto
que a exposicdo a este metal pode causar a saude da crianca, bem como da necessidade de
medidas que possam minimizar o0s riscos da populacdo exposta. Dessa forma, este estudo
objetivou a otimizacdo de metodologia para determinacdo de mercurio total por GFAAS em

amostras de leite materno, utilizando nitrato de paladio e zirconio como modificadores quimicos.

1.2.ESPECTROMETRIA DE ABSORCAO ATOMICA EM FORNO DE GRAFITE

A espectrometria atdmica € uma Otima técnica para a determinacdo de metais em diversas
matrizes e em amplo intervalo de concentracdo (BINGS et al., 2006). Nesta técnica, interacdes da
radiacdo com a matéria sdo utilizadas na obtencdo de informacBes a respeito da amostra de
interesse (SKOOG, 2006).

Cada elemento possui numero especifico de elétrons associados a seu nucleo,
encontrando-se em seu estado de energia mais baixo, denominado “estado fundamental”. Por
meio de um estimulo, seja na forma de calor, energia elétrica, luz, entre outras, ele sofre uma
transicdo para seu estado excitado, ou seja, seu estado de maior energia. Ao medir a radiacdo
eletromagnética absorvida em funcdo desta excitacdo (espectrometria de absorcéo), ou emitida
quando o elemento retorna ao seu estado fundamental (espectrometria de emissdo), é possivel
determinar a concentracgdo de elementos em uma amostra (SKOOG et al, 2006).

A espectrometria de absorcdo atdbmica (Atomic Absorption Spectrometry - AAS) tem sido
largamente utilizada em varias areas cientificas na determinagdo de elementos em diferentes

matrizes. Nesta técnica, a radiacdo de comprimento de onda caracteristico do analito é emitida e
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parte desta é absorvida pelos &tomos do analito, considerando que atomos livres gerados em um
atomizador sdo capazes de absorver radiacdo de frequéncia especifica emitida por uma fonte
espectral. Assim, sua concentracdo esta relacionada a quantidade de radiacdo absorvida
(BORGES et al., 2005).

Na determinacéo de elementos por AAS utiliza-se a absorbancia e a Lei de Beer-Lambert
(lei de absorcdo). De acordo com a Lei de Beer-Lambert, ao atravessar um meio contendo um
analito, a luz sofre um decréscimo de sua intensidade. Este decréscimo ocorre na propor¢do que o
analito € excitado. Medindo-se a variacdo da quantidade de radiacdo incidente (Pg) com a
transmitida (P), pode-se determinar quantitativamente o analito presente na amostra de
interesse (SKOOG et al., 2006).

A relacdo P /P, indica a transmitancia (T) da solucdo. Por sua vez, a absorbancia (A) de

uma solucdo segue uma relacdo linear com a concentragdo do analito, tendo que vista que a

mesma se relaciona logaritmicamente com a transmiténcia, logo, A = logpi(SKOOG et al.,
0

2006).

Na espectrometria atbmica, seja de absorcdo ou emissdo, € necessaria a conversao da
amostra em atomos e ions em fase gasosa, para isso séo utilizados os atomizadores. Dentre 0s
tipos de atomizadores mais usados em AAS estdo a chama e o forno de grafite, os quais sdo
classificados como continuo e discreto respectivamente, considerando a forma com que a amostra
é introduzida no atomizador. Na espectrometria de absorcdo atbmica em forno de grafite a
amostra é introduzida no tubo de grafite com o auxilio de uma micropipeta ou amostrador
automatico em um pequeno orificio no meio do tubo e posteriormente submetida a aquecimento
progressivo, previamente programado, o qual ocorre pela passagem de uma corrente elétrica
(SKOOG et al., 2006).

Este aquecimento deve ser feito de acordo com cada matriz a ser estudada e o elemento de
interesse, o que demanda um estudo do programa de temperaturas a ser empregado, considerando
a especificidade de cada andlise. Um programa tipico compreende trés etapas (Figura 1):
secagem, pirolise e atomizacdo (FROES et al, 2006; MENDHAM, 2002).



103

Figura 1 — Programa de temperaturas tipico de atomizacéao forno de grafite (1 - secagem, 2 — calcinagao
ou pirolise, 3 - atomizacdo, 4 — limpeza).

T (°C

Fonte: Lajunen (1992) — Adaptado

A primeira etapa, de secagem, tem por objetivo a evaporacdo do solvente e com isso
secagem da amostra. Para evitar o espalhnamento e consequente diminuicdo de sensibilidade e
reprodutibilidade dos resultados ndo sdo utilizadas temperaturas muito altas nesta etapa,
ocorrendo em temperaturas proximas ou superiores as temperaturas de ebuli¢cdo do solvente. Na
etapa de pirolise o objetivo € eliminar os componentes da matriz sem que haja perda do analito
(SKOOG et al., 2006). Devido a complexidades de algumas matrizes e analitos, por vezes, séo
utilizados modificadores quimicos, os quais alteram a quimica da amostra possibilitando a
utilizacdo de maiores temperaturas nesta fase (FROES et al, 2006; PEREIRA-FILHO et al.,
2002).

Na atomizacdo as temperaturas sdo elevadas de forma que vapor atomico seja formado e o
a absorcdo das particulas sejam medidas. Por fim, os restos de analito, ndo atomizado ou éxidos
dificeis de vaporizar sdo eliminados por meio da elevacdo da temperatura, na etapa de limpeza
(SKOOG et al., 2006; MENDHAM, 2002).

Um equipamento de GFAAS é composto por uma fonte de radiacdo, um sistema de
introducdo da amostra (amostrador automatico e capilar com amostra), um sistema de atomizacgao
(tubo de grafite, poténcia de abastecimento do forno), um monocromador e um sistema de

deteccdo. Por fim, os dados sdo processados por sistemas computadorizados.
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O atomizador de forno de grafite (Figura 2) é composto por um tubo cilindrico de grafite,
aberto em suas duas extremidades para passagem da radiacdo e um orificio central para insercdo
da amostra. Dois contatos elétricos sdo mantidos em suas extremidades num compartimento
refrigerado com &gua. Um fluxo de ar inerte é promovido na parte externa e interna do tubo a fim
prevenir a entrada de ar e incineragédo do tubo, assim como para carregar 0s vapores gerados para
fora do tubo. A amostra é inserida pelo orificio central diretamente na parede do tubo ou sobre
uma plataforma L’vov, localizada abaixo do orificio de introducdo da amostra (SKOOG et al.,
2007; MENDHAM, 2002).

Andlises por GFAAS permitem a utilizacdo de pequenas quantidades de amostras (até 0,5
uL), além de ampliar a sensibilidade, quando comparada a espectrometria de absorcdo atbmica
com chama. Entretanto, € possivel que haja efeitos de absor¢do do ruido de fundo e perda do
analito na etapa de pirélise, principalmente quando se analisa compostos mais volateis, como
arsénio, selénio e mercurio. Varios sdéo métodos que buscam minimizar este ruido, dentre eles, os
modificadores séo comumente utilizados, tendo em vista que estes possibilitam o estabelecimento
de condicBes isotérmicas no tubo retardando a atomizacdo do analito evitando perdas
(MENDHAM, 2002).

Figura 2 — Atomizador de forno de grafite.

Fluxo interno de gas
Tubo de grafite
Forno de =

grafite
Janela | ~ Janela
\ \ / I
Para o \'[| o r%j ﬂ'/ .
I | e | 1 Feixe
espectro- L = o I
fotémetro [ — | de luz
L il
Anel de—" Anel de
vedacgido J vedacédo
-

Fluxo externo de gas J [

( )

Fonte: Skoog et al. (2006).
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1.2.1. Modificadores quimicos

Ediger, Petrson e Kerber, em 1974, introduziram o termo modificador de matriz, hoje
denominado modificador quimico, ao fazerem um estudo objetivando a determinacdo de Pb em
agua do mar (PINTO, 2004). Atualmente, modificadores quimicos é uma importante ferramenta
em analises por GFAAS, sendo comumente utilizada para a estabilizacdo de analitos a altas
temperaturas, reducdo de concomitantes, aumento do tempo de vida do tubo, assim como da
sensibilidade na determinacdo de elementos mais volateis (NAOZUKA et al., 2003; ORTNER et
al., 2002; PEREIRA-FILHO et al., 2002).

A introducdo do modificador quimico pode ser feita de duas formas: antes, depois ou
conjuntamente com a amostra no tudo de grafite, no caso da modificacdo quimica convencional,
ou pode-se revestir a parede do tubo ou a plataforma L’vov com um elemento metalico que
atuard como modificador quimico permanente, o qual pode suportar varios ciclos de aquecimento
(NAOZUKA et al., 2003).

Para ser considerado um bom modificador quimico, o elemento deve estabilizar o analito
a, pelo menos, 1.000° C, garantindo a total eliminacdo da matriz durante a pir6lise; ser raramente
determinado por GFAAS evitando contamina¢do; ndo diminuir a vida util do tubo de grafite; ser
mais universal possivel; ndo afetar negativamente a sensibilidade da técnica ou causar alta
absorcéo de fundo (FROES et al, 2006).

Vérios compostos sdo utilizados como modificadores. Os elementos mais utilizados sdo
aqueles do grupo da platina, Pt, Ir, Ru e Rh, e elementos formadores de carbetos, tais como Nb,
Ta, Zre W (KRATA et al., 2007).

No caso da determinacdo de mercurio, a utilizacdo de metais nobres estd bem
estabelecida (KRATA et al., 2007). O paladio € amplamente utilizado neste tipo de analise.
Madden e Fitzgerald (2009) utilizaram este elemento para melhorar o limite de deteccdo do
método de quantificacdo de mercurio. Silva et al. (2002), investigaram a utilizacdo de Ir, Pd, Rh e
Ru como modificadores permanentes para determinacdo de mercurio em diferentes matrizes
(cinza, lodo e sedimentos) por GFAAS. Apesar do estudo ndo deixar evidente a vantagem no uso

de um modificador para todas as amostras, o paladio apresentou melhor consisténcia.
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2. MATERIAIS E METODOS
2.1.REAGENTES E SOLUCOES
Todos os reagentes utilizados foram de pureza analitica, sendo que todas as solucbes

foram preparadas com &gua deionizada de alta pureza (18,2 MQ cm™), obtida pelo sistema
PURELAB Ultra, marca ELGA LabWater (Saint Maurice, Franga). As vidrarias e 0s copos do
autoamostrador do espectrémetro de absorcdo atdmica utilizados foram descontaminados por
meio de imersdo em &cido nitrico 10% (v/v) por 24h. Apds este procedimento o material foi
lavado com agua ultrapura e seco a temperatura ambiente. Nesta etapa do trabalho foram
utilizados os seguintes reagentes e solucdes:

e Acido nitrico, HNO3, 69-70% (J.T. Baker);

e Acido sulftrico, H,SO,, 95-98% (J.T. Baker);

e Nitrato de paladio, Pd(NO3),, (Merck);

e Nitrato de zirconio, ZrO(NO3).2H,0, (Merck);

e Perdxido de hidrogénio 30%, H,0, (Merck KGaA);

e Solugdo padrdo de mercirio 1.000 mg L™ (Merck).

2.2.EQUIPAMENTO E ACESSORIOS
Foram utilizados 0s seguintes equipamentos e acessorios:
e  Amostrador automatico ASC-6100;
e Bloco digestor;
e Espectrometro de absorcao atbmica SHIMADZU AA 6800;
e Sistema de atomizacdo eletrotérmica em forno de grafite GFA-EX7;

e Vidrarias e os copos do autoamostrador do espectrometro de absorcao atbmica.

2.3.COLETA DE LEITE MATERNO

As amostras de leite materno (aproximadamente 100 mL) foram coletadas pelas préprias
lactantes, por ordenha manual, em frascos de vidro esterilizados (Figura 5). ApoOs a coleta as
amostras foram congeladas e enviadas para o Laboratério de Bioanalitica do Instituto de
Biociéncias da Universidade Estadual Paulista (UNESP), em Botucatu-SP, onde foram mantidas

a -25°C até o momento das analises.
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2.4.DETERMINAC}AO DE MERCURIO TOTAL POR GFAAS
2.4.1. Mineralizagdo das amostras de leite humano

As amostras de leite foram descongeladas a temperatura ambiente e posteriormente 500
ML de amostra de leite foram transferidos para um tubos de ensaio de 5 mL. Em seguida, foram
adicionados 4 mL de solucdo de &cido nitrico concentrado (HNO3) e mantido sob aquecimento
por cerca de 1 hora a 60° C até que a amostra estivesse completamente digerida. Finalmente o

volume foi ajustado em baldo volumétrico de 5 mL com &gua ultrapura.

2.4.2. Determinagdo de mercurio total em leite materno

As concentracfes de HgT nos extratos &cidos obtidos no processo de mineralizacdo das
amostras de leite materno foram determinadas utilizando espectrémetro de absorcdo atémica
(SHIMADZU AA-6800) com amostrador automatico (ASC-6100) e sistema de atomizacao
eletrotérmica em forno de grafite (GFA-EX7).

Seguiu-se o procedimento descrito por Moraes et. al (2013), onde utilizou-se lampada de
catodo oco de mercurio SHIMADZU, operada com corrente minima de 12 mA e corrente
méaxima de 400 mA (corrente utilizada na correcdo de fundo — BG). O comprimento de onda foi
de 253,7 nm e resolucéo espectral de 0,5 nm. Manteve-se fluxo constante de 1 L min™ de argonio
(gas inerte) durante todo o programa, interrompendo-se seu fluxo apenas na etapa de atomizacao.

No intuito de prolongar a vida atil dos tubos de grafite piroliticos com plataforma
integrada, utilizados nas determinacdes de HgT, suas paredes internas foram recobertas com
zirconio. Este procedimento permite também maior estabilizacdo térmica do mercurio (ORTNER
et al., 2002). Dessa forma, aliquotas de 25 pL de solugdo contendo 1.000 mg L™ do modificador
nitrato de zirconio foram injetadas dentro do atomizador, com aquecimento até 500° C. Também
foi utilizado como modificador quimico em solucdo 1.000 mg L™ de nitrato de paladio co-
injetado com a amostra dentro do atomizador para auxiliar no processo de estabilizacdo térmica
do Hg.

Os sinais e absorbancia foram medidos em area de pico e em triplicata, injetando-se
aliquotas de 20 pL das solucbes padrBes e/ou amostras mineralizadas juntamente com 4 uL do
modificador nitrato de paladio para dentro do tubo de grafite recoberto com carbeto de zirconio,
utilizando-se micropipeta do autoamostrador. O programa de aquecimento do tubo de grafite

otimizado para determinacdo de HgT nestas amostras esta apresentado na Tabela 2.
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Tabela 2 — Programa de aquecimento do tubo de grafite para determinacdo de HgT nos extratos &cidos
obtidos das mineralizagbes das amostras de leite in-natura, extrato proteico.

Estagios .
Etapas Tempoeratura Rampa Aquecimento Fluxo de _ar_gonlo
(°C) (L min™)
(s) (s)

Secagem 90 5 0 1

Secagem 250 5 5 1

Pirdlise 600 5 10 1
Atomizacéo 1600 2 5 0

Limpeza 1800 5 0 1

Fonte: Moraes et al. (2013) — adaptado.

2.4.2.1.Preparo da Curva Analitica

Para determinacdo do HQT por espectrometro de absorcdo atbmica em forno de grafite
(GFAAS), foi construida curva analitica no intervalo de concentracéo 0,25 — 1,50 ug L™. Para o
preparo desta curva utilizou-se solugdo padrdo de 10 ug L™ de Hg, obtida por diluicdo de solucéo
padrdo de 1.000 mg L™. Para a obtencdo dos padrdes de mercdrio, aliquotas de 2,5, 5, 10 e 15
mL, da solucdo padrdo contendo 10 ug L™ de mercirio foram diluidas para 50 mL em balo

volumétrico a fim de se obter o intervalo de concentracdo da curva analitica.

2.4.3. Validagao do método

A validacdo do método foi feita utilizando-se como amostra o padréo certificado DORM-
4 NRC (Fish Protein) contendo 0,410 + 0,055 mg kg™ de mercurio total, preparado nas mesmas
condicdes descritas para as amostras de leite materno, utilizando-se no entanto 50 mg do padréo
certificado. Apds o processo de mineralizacdo, o extrato acido foi transferido para baldo
volumétrico de 5 mL e o volume acertado com &gua ultrapura, obtendo-se assim concentracédo de
mercidrio 4,1 10° mg L™ ou 4,1 pg L™ Essa solucdo foi diluida cinco vezes, obtendo-se
concentracéo final 0,82 pug L™, concentragdo esta dentro do intervalo da curva analitica utilizada
no experimento.

A confiabilidade do método proposto também foi testada procedendo-se determinacdes
em soluces das amostras mineralizadas de leite materno enriquecidas com 0,50 pg L™ de padréo
de mercdrio. Para isso, volumes de 500 pL do padrdo de 1 pg L™ de mercdrio foram misturados
com 500 pL dos extratos obtidos na etapa de mineralizacdo das amostras de leite materno e

submetidos novamente ao processo mineralizagdo, acrescentando-se 1 mL de soluc¢do de acido
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nitrico concentrado. Apos total eliminacdo de NO,, (o extrato fica totalmente transparente),

completaram-se os volumes das solucGes enriquecidas para 5 mL com &gua ultra pura.

3. RESULTADOS E DISCUSSAO
3.1.0TIMIZACAO DO METODO

Em analises por GFAAS, as temperaturas de pirdlise e atomizacdo exercem influéncia na
sensibilidade do método, portanto a otimizacdo do programa de temperatura € essencial para
obtencdo de resultados analiticos exatos e reprodutivos (MORAES at al., 2013). Tendo em vista o
exposto, primeiramente foram construidas curvas de pirélise e de atomizacdo para determinar
temperaturas o0timas do metal de interesse (mercurio), isso tanto nas solugdes padrdo, quanto para
as amostras de leite in-natura. Assim, o programa de aquecimento foi otimizado para se obter
temperaturas de pir6lise e de atomizacdo que mantivessem o mercurio termicamente estavel em
solucdes padrao contendo 0,75 pg L™ de Hg e 100 mg L™ de Pd(I1). Nesse experimento foram
utilizados tubo de grafite recoberto internamente com carbeto de zircénio, que atuou como
modificador permanente e as condi¢Ges de preparo das amostras descritas na parte experimental.
A influéncia das temperaturas de pir0lise e atomizagédo sobre sinal de absorbancia obtido para a

solugo padréo de 0,75 ug L™ de Hg é mostrada na Figura 4.

Figura 4 — Programa de aquecimento otimizado para determinacdo de mercurio total nos extratos acidos
das amostras de leite materno, extrato proteico e de solucdo padréo, por GFAAS.
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A temperatura de pirdlise de 600° C e de a atomizacdo de 1.600° C, foram escolhidas

porque conforme mostra a Figura 4, os sinais de absorbancia obtidos para a solu¢do padréo de
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0,75 pg L™ de Hg permaneces constante de 250° C (temperatura de secagem) até 600° C,
sofrendo um rapido decréscimo no tempo de 22 segundo e estabilizando-se novamente entre 26 e
28 segundo na temperatura de 1.600° C (temperatura de atomizagdo). A partir de 28 segundos,
ap6s o aumento da temperatura para 1.800° C, temperatura da etapa de limpeza, observa-se um
decréscimo réapido e significativo no sinal de absorbancia, indicando que nessa temperatura
obteve-se uma limpeza eficaz do tubo de grafite. Pode-se observar também, que em todo
processo de pir6lise e atomizacgdo, os sinais de absorcdo de fundo foram baixos.

Outro importante fator que influencia na obtencdo de bons resultados é o uso, ou ndo, de
modificadores quimicos. Na espectrometria de absor¢do atdmica em forno de grafite,
modificadores quimicos sdo comumente utilizados para estabilizar o analito a altas temperaturas,
possibilitando o uso de temperaturas de pirélise mais elevadas, alem aumentar a volatilidade dos
concomitantes diminuindo as interferéncias provocadas pelos mesmos (FROES et al., 2006;
NAOZUKA et al., 2003; OLIVEIRA et al., 2006; PEREIRA-FILHO et al., 2002). Neste estudo,
nitrato de zircbnio e nitrato de paladio foram utilizados como modificadores quimicos. A
estabilidade térmica do mercdrio observada nos experimentos indica a eficiéncia desses

modificadores.

3.2.0BTENCAO DA CURVA ANALITICA
Utilizando os parametros otimizados (pirdlise e temperatura de atomizacao), uma curva
analitica para o mercurio foi construida nas de concentracdes de 0,25, 0,50, 1,00 e 1,50 pug L™. A

curva apresentou a seguinte equacao de reta (Equacao 1):

0,00091

- ;7 =09996 (1)
0,082

Ciugy =

sendo A = sinal de absorbancia medido.

Os valores obtidos nas leituras de absorbancia dos padrbes de mercdrio (n=6)
apresentaram boa repetibilidade e reprodutibilidade (desvios padrdo relativos menores que 2%,
coeficiente de correlacéo linear, r = 0,9996). Esta curva permitiu o calculo do limite de deteccéo
dos limites de deteccdo (LOD) e de quantificagdo (LOQ), os quais foram calculados

considerando o desvio padréo de 20 leituras obtidas em relagdo ao branco das solugdes padréo e



111

da inclinagdo da curva analitica (LOD =3o/slope e LOQ =10c/slope). O LOD e LOQ foram
respectivamente 51 e 154 ng L™ de merctrio.

O tempo de vida til do tubo de grafite foi equivalente a 980 queimas. Esse valor é cerca
de duas vezes superior ao obtido pela metodologia proposta por Moraes et. al (2013) para
determinacdo de mercurio em amostras de musculo de peixe. Os resultados obtidos confirmam a
eficiéncia do Pd(ll), utilizada como modificador quimico e o filme carbeto de zirconio utilizado
como modificador permanente na estabilizacdo térmica do mercirio durante a etapa de pirélise e

atomizacéo do programa de aquecimento proposto.

3.3.VALIDACAO DO METODO E DETERMINACAO DAS CONCENTRACOES DE
MERCURIO TOTAL NAS AMOSTRAS

Otimizados os parametros do processo de extracdo e quantificacdo por GFAAS, o metodo
proposto foi utilizado para determinagcdo das concentragdes de mercurio de leite materno. A
Tabela 3 apresenta as concentragdes de mercurio total obtidas nas amostras de leite e o0s
resultados obtidos nos experimentos de validagcdo. A confiabilidade do método proposto para a
determinacgé@o de mercurio total em amostras de leite foi testado por determinacdo de mercurio em
padrdo certificado DORM-4 NRC (Fish Protein) e por meio de experimentos de recuperacdo em

solugdes enriquecidas das amostras de leite materno.

Tabela 3 — Concentracdes de mercurio total em amostras de leite materno de lactantes residentes em
comunidades do alto rio Madeira, Ronddnia e dos experimentos de validacdo do método proposto
utilizando padrao certificado e solu¢Bes enriquecidas (spike) das amostras de leite.

HgTotaI _Spikes HgTotaI —Spikes

Amostras Lactantes | 19Toul - Amostras Tebrico* Experimental  igroal ~RM
Comunidades/RM* (Mg L-Y) (g L) qug L) (mg kg-1)
Abund 1 4,60+0,09 0,56+0,011 0,54+0,019 -
Abuna 2 3,70+0,03 0,45+0,0036 0,43+0,016 -
Abuna 3 7,10+0,04 0,81+0,0046 0,79+0,029 -
Vila Jirau 4 5,51+0,08 0,65+0,0094 0,62+0,022 -
Abuna 5 7,40+0,01 0,84+0,0014 0,82+0,031 -
Fortaleza do Abuna 6 6,71+0,03 0,77+0,0034 0,73+0,027 -
Fortaleza do Abuna 7 6,44+0,03 0,74+0,0034 0,71+0,025 -
Nova Mutum Parana 8 5,66+0,02 0,67+0,0023 0,69+0,026 -
Vila Jirau 9 5,51+0,01 0,65+0,0018 0,67+0,024 -
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Tabela 3 — Concentragdes de mercdrio total em amostras de leite materno de lactantes residentes em
comunidades do alto rio Madeira, Rondbnia e dos experimentos de validacdo do método proposto
utilizando padrao certificado e solucdes enriquecidas (spike) das amostras de leite — Continuacao.

HgTotaI _Spikes HgTota| —SpikeS

Amostras HQotal - AMostras - . **Hgrotal —-RM
. Lactantes Teorico* Experimental
Comunidades/RM* L-t I a mg kg-!
(g L) (Mg L) (g L) (mg ke
NIST 8414 - - - - 0,402+0,014

*Concentracdo calculada utilizando a equacdo: Ci.Vy + CoXVof/Vina, ONde, C; e Vi representam a
concentracdo e o volume da solugdo padrdo de 1,00 ug L™ de Hg, C, e V. representam a concentracéo de
Hg no extrato das amostras e volume do extrato das amostra e Vfinal representa o volume final das
misturas das solucdes.

**Hgrom —RM; Valor certificado = 0,410+0.055 mg kg™

Analisando-se os resultados apresentados na tabela anterior (Tabela 3), observa-se que as
porcentagens de recuperacdo obtidas por meio da adi¢cdo de Hg nas amostras de leite, entre 95 e
103%, foram boas. Assim como o resultado obtido do padréo certificado estd bem proximo do
valor certificado (0,410 + 0,055 mg kg™). Resultados estes, que comprovam a exatidao e precisdo

do método proposto.

4. CONCLUSOES

O procedimento de digestdo &cida proposto possibilitou completa mineralizacdo das
amostras de leite, permitindo a determinacdo de mercurio total por GFAAS. Foi possivel verificar
também que a utilizacdo de nitrato de paladio e carbeto de zirconio como modificadores quimicos
associados se mostrou eficiente na estabilizacdo térmica do mercdrio, possibilitando a
determinacdo de mercurio em niveis de ppb.

Além disso, os resultados alcancados nas determinacGes de mercurio no padrao
certificado se mostram precisos e exatos, o que qualifica 0 método proposto para determinagédo de

mercUrio em amostras de leite materno.
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ANEXOS

ANEXO A — Aprovacao do projeto de pesquisa quanto aos aspectos éticos

UNIVERSISADE DE BRASILIA
FACULDADE DE MEDICINA
Comité de Etica em Pesquisa em Seres Humanos

ANALISE DE PROJETO DE PESQUISA

Registro de Projeto: CEP-FM 038/2010.

Titulo: “Aproveitamento hidrelétrico Jirau (AHE Jirau, estado de Ronddnia): programa de
monitoramento hidrobiogeoquimico do merciirio e de riscos a satide humana".

Pesquisador Responsavel: Carlos José Sousa Passos.

Documentos analisados: Folha de rosto, carta de encaminhamento, declaragfio de responsabilidade,
protocolo de pesquisa, termo de consentimento livre e esclarecido, cronograma, bibliografia pertinente
e curriculo (s) de pesquisador (es).

Data de entrega: 30/04/2010.

Parecer do (a) relator (a)

(X)) Aprovagio

() Nao aprovagio.

Data da primeira analise pelo CEP-FM/UNB: 09/06/2010.

Data do parecer final do projeto pelo CEP-FM/UNB: 02/08/2010.

PARECER

Com base na Resolugdo CNS/MS n°® 196/96 e resolugdes posteriores, que regulamentam a matéria, o
Comité de Ftica em Pesquisa da Faculdade de Medicina da Universidade de Brasilia decidiu
APROVAR “ad referendum”, conforme parecer do (a) relator (a), o projeto de pesquisa acima
especificado quanto aos seus aspectos éticos.
1. ModificagGes no protocolo devem ser submetidas ao CEP, assim como a notificagdo imediata
de eventos adversos graves;
2. O (s) pesquisador (es) deve (m) apresentar relatérios periédicos do andamento da pesquisa ao

CEP-FM, sendo o 1° previsto para até 10 de fevereiro de 2011.

Brasilia, 06 de Agost\o de 2010
= = 3 /
C L’é’/,”“””li‘/‘/ /
Prof'. Elaine Maria de Olivetra Alves

Coordenadora do Comité de £tica em Pesquisa
Faculdade de Medicina-UnB

Campus Universitario Darcy Ribeiro, Asa Norte, Brasilia, DF — CEP 70910-900
Telefone/Fax: (61) 3307 2276



